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1. Dane osobowe

Imig¢ i nazwisko: Marek Bajda

Data i miejsce urodzenia: 20 sierpnia 1981r., Rzeszéw

Adres korespondencyjny: Zaklad Fizykochemicznej Analizy Leku, Katedra Chemii
Farmaceutycznej UICM, ul. Medyczna 9, 30-688 Krakow

Telefon: +48 12 620 54 65

Adres e-mail: marek.bajda@u;j.edu.pl

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

mgr farmacji - Uniwersytet Jagiellonski, Collegium Medicum, Wydziat Farmaceutyczny —
2005 — obrona pracy magisterskiej z wyrdznieniem, tytul pracy: Oznaczanie lipofilowosci
pochodnych tiochinoliny o dziataniu przeciwnowotworowym, opiekun pracy: prof. dr hab.
Barbara Malawska; 31.03.2006 — po odbyciu stazu zawodowego ukonczenie studidw
magisterskich na kierunku farmacja

dr nauk farmaceutycznych - Uniwersytet Jagiellonski, Collegium Medicum, Wydziat
Farmaceutyczny — 30.09.2010 — ukonczenie studiéw doktoranckich; 8.11.2010 - obrona pracy
doktorskiej z wyrdznieniem — specjalnos¢: chemia lekow, tytut pracy: Projektowanie nowych
inhibitorow cholinoesteraz metodami modelowania molekularnego, promotor: prof. dr hab.
Barbara Malawska

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

doktorant - Uniwersytet Jagiellonski, Collegium Medicum, Wydziat Farmaceutyczny, Katedra
Chemii Farmaceutycznej, Zaktad Fizykochemicznej Analizy Leku — 1.10.2006 — 30.09.2010
(grupa badawcza prof. Barbary Malawskiej)

asystent - Uniwersytet Jagiellonski, Collegium Medicum, Wydziat Farmaceutyczny, Katedra
Chemii Farmaceutycznej, Zaklad Fizykochemicznej Analizy Leku — 1.10.2010 — 30.09.2011
(grupa badawcza prof. Barbary Malawskiej)

samodzielny pracownik (staz podoktorski) - Uniwersytet Warszawski, Wydziat Chemii,
1.10.2012 — 31.03.2014 (grupa badawcza prof. Stawomira Filipka)

adiunkt - Uniwersytet Jagiellonski, Collegium Medicum, Wydziat Farmaceutyczny, Katedra
Chemii Farmaceutycznej, Zaktad Fizykochemicznej Analizy Leku — 1.10.2011 — obecnie
(grupa badawcza prof. Barbary Malawskiej)

4. Ogoélna charakterystyka dorobku naukowego

W roku 2000 rozpoczatem studia magisterskie na kierunku farmacja na Wydziale
Farmaceutycznym Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego. Zainteresowany
przedmiotem Chemia Lekdéw, realizowanym na III roku studiow, pogtebiatem swoja wiedze
pod opieka prof. dr hab. Barbary Malawskiej w ramach prac Kota Nowoczesnej Chemii Lekow,
a nastgpnie w 2005 r. podczas wykonywania pracy magisterskiej, zatytutowanej ,,Oznaczanie
lipofilowosci pochodnych tiochinoliny o dziataniu przeciwnowotworowym”. Po obronie
z wyrdznieniem pracy magisterskiej odbylem staz zawodowy, a po jego ukonczeniu tj.
w 2006 r. rozpoczatem studia doktoranckie pod opieka naukowa prof. dr hab. Barbary



Malawskiej. Tematem mojej pracy doktorskiej bylo ,,Projektowanie nowych inhibitoréw
cholinoesteraz metodami modelowania molekularnego”. Zaangazowanie w prace badawcze
zaowocowato uzyskaniem stypendium fundacji Sapere Auso dla najlepszych doktorantow
w Matopolsce. W trakcie odbywania studiow doktoranckich zdobytem réwniez stypendium
Niemieckiej Centrali Wymiany Akademickiej, ktore umozliwito mi wyjazd na staz naukowy
do zespotu profesora Christopha Sotriffera w Instytucie Farmacji i Chemii Zywieniowej na
Uniwersytecie w Wuerzburgu. W czasie tego pobytu poglebialem swoja wiedze z zakresu
technik modelowania molekularnego. Prace doktorskg obronitem z wyrdznieniem w 2010 r. Na
tym etapie rozwoju naukowego mdj dorobek stanowito 9 prac, w tym 6 publikacji oryginalnych,
2 prace pogladowe oraz jedna monografia, o fagcznym wspotczynniku impact factor rownym
16,024 i sumie punktow MNiSW 149.

1 pazdziernika 2010 r. zostatem zatrudniony w Zaktadzie Fizykochemicznej Analizy
Leku Katedry Chemii Farmaceutycznej UJCM na stanowisku asystenta, a rok pozniej na
stanowisku adiunkta. Moje prace badawcze skoncentrowaty si¢ wowczas na dwoch gldéwnych
zagadnieniach: zastosowaniu metod modelowania molekularnego w projektowaniu nowych
substancji biologicznie aktywnych oraz badaniu wilasciwosci fizykochemicznych substancji
bioaktywnych, szczegolnie z zastosowaniem elektroforezy kapilarne;.

W latach 2012-2014 obywatem staz podoktorski w grupie badawczej profesora
Stawomira Filipka na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego, w trakcie ktérego
moglem zapozna¢ si¢ z nowymi metodami modelowania czasteczkowego.

Wyniki wszystkich prowadzonych przeze mnie badan byly prezentowane w formie
posterow oraz komunikatow ustnych na licznych konferencjach mi¢dzynarodowych (m. in.
w trakcie International Symposium on Medicinal Chemistry, Frontiers in Medicinal Chemistry,
RICT) oraz krajowych (m. in. na Konwersatorium Chemii Medycznej, Multidyscyplinarnej
Konferencji Nauki o Leku). Jestem wspotautorem 56 streszczen konferencyjnych, w tym 35 ze
zjazdow miedzynarodowych.

Od 2004 r. uczestniczytem w realizacji roznych projektow naukowych. W 6 projektach
petnitem rolg kierownika (1 projekt NCN, 2 dotacje celowe, 1 projekt DAAD, 2 granty
studenckie), a w 6 bytem wykonawcg (2 projekty NCN, 1 projekt MNiSW, 1 projekt NCBIiR,
2 projekty statutowe).

Obecnie moj dorobek obejmuje 43 prace oryginalne, 4 prace pogladowe, jedna
monografi¢ oraz jedna publikacj¢ z badan wieloosrodkowych. taczny wspoétczynnik
oddziatywania impact factor catego dorobku wynosi 107,15, suma punktow MNiSW 1125.
Prace byly cytowane 490 razy, a wspotczynnik Hirscha wynosi 12.

5. Wskazanie osiagni¢cia 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.)

a) tytul osiagniecia naukowego

Osiagnigcie naukowe, bedace podstawa postgpowania habilitacyjnego, stanowi cykl publikacji,
ztozony z 12 oryginalnych prac oraz 1 pogladowej, opublikowanych w czasopismach z listy
Journal Citation Reports (JCR). Cykl publikacji obejmuje zwarte tematycznie badania z zakresu
chemii lekow, zatytulowane: ,,Poszukiwanie nowych zwigzkéw o potencjalnym
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zastosowaniu w terapii choroby Alzheimera przy pomocy metod modelowania
molekularnego”. Zgodnie 2z analiza bibliometryczng taczna punktacja MNiSW
prezentowanego cyklu wynosi 385, a sumaryczny wspotczynnik impact factor 36,181.
W sze$ciu pracach jestem pierwszym autorem.

b) wykaz publikacji stanowiacych osiagniecie naukowe

H-1. Bajda M., Guzior N., Ignasik M., Malawska B., Multi-target-directed ligands in
Alzheimer’s disease treatment, Curr. Med. Chem. 2011, 18(32): 4949-4975

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wspdlnym opracowaniu koncepcji pracy,
wykonaniu przegladu literaturowego, opisie przyktadow zwigzkéw wielofunkeyjnych,
hamujacych cholinoesterazy i agregacje beta-amyloidu, przygotowaniu rysunkow oraz
korekcie catego manuskryptu. M¢j udzial procentowy szacuj¢ na 50%.

H-2. Bajda M., Wieckowska A., Hebda M., Guzior N., Sotriffer C.A., Malawska B.,
Structure-based search for new inhibitors of cholinesterases, Int. J. Mol. Sci. 2013,
14(3): 5608-5632

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na przygotowaniu koncepcji pracy,
zaplanowaniu i wykonaniu badan modelowania czasteczkowego, zaprojektowaniu
nowych inhibitorow, analizie wynikow, przygotowaniu i korekcie manuskryptu. Mgj
udziat procentowy szacuj¢ na 60%.

H-3. Wieckowska A., Wieckowski K., Bajda M., Brus B., Satat K., Czerwinska P., Gobec
S., Filipek B., Malawska B., Synthesis of new N-benzylpiperidine derivatives as

cholinesterase inhibitors with B-amyloid anti-aggregation properties and beneficial
effects on memory in vivo, Bioorg. Med. Chem. 2015, 23(10): 2445-2457

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wspdlnym przygotowaniu koncepcji pracy,
zaprojektowaniu nowych inhibitoréw, wykonaniu badan modelowania czasteczkowego
i opisie ich wynikow, udziale w catosciowej analizie wynikéw oraz korekcie
manuskryptu. Mdj udziat procentowy szacuj¢ na 15%.

H-4. Ignasik M., Bajda M., Guzior N., Prinz M., Holzgrabe U., Malawska B., Design,
synthesis and evaluation of novel 2-(aminoalkyl)-isoindoline-1,3-dione derivatives as
dual binding site acetylcholinesterase inhibitors, Arch. Pharm. Chem. Life Sci. 2012,
345(7): 509-516

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na wspolnym opracowaniu koncepcji pracy,
zaprojektowaniu nowych inhibitoréw, wykonaniu badan modelowania czasteczkowego
1 opisie ich wynikow, udziale w catoSciowe] analizie wynikow oraz korekcie
manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 30%.

H-5. Guzior N., Bajda M., Skrok M., Kurpiewska K., Lewinski K., Brus B., Pislar A., Kos
J., Gobec S., Malawska B., Development of multifunctional, heterodimeric isoindoline-



H-6.

H-8.

1,3-dione derivatives as cholinesterase and B-amyloid aggregation inhibitors with
neuroprotective properties, Eur. J. Med. Chem. 2015, 92: 738-749

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wspdlnym opracowaniu koncepcji pracy,
zaprojektowaniu nowych inhibitoréw, wykonaniu badan modelowania czasteczkowego
1 opisie ich wynikow, udziale w calosciowej analizie wynikdw oraz korekcie
manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 20%.

Guzior N., Bajda M., Rakoczy J., Brus B., Gobec S., Malawska B., Isoindoline-1,3-
dione derivatives targeting cholinesterases: Design, synthesis and biological evaluation
of potential anti-Alzheimer’s agents, Bioorg. Med. Chem. 2015, 23(7): 1629-1637

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na wspolnym opracowaniu koncepcji pracy,
zaprojektowaniu nowych inhibitoréw, wykonaniu badan modelowania czasteczkowego
i opisie ich wynikow, udziale w catosciowej analizie wynikéw oraz korekcie
manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 30%.

Szataj N., Bajda M., Dudek K., Brus B., Gobec S., Malawska B., Multiple ligands
targeting cholinesterases and [-amyloid: Synthesis, biological evaluation of
heterodimeric compounds with benzylamine pharmacophore, Arch. Pharm. Chem. Life
Sci. 2015, 348(8): 556-563

Mo¢j wkiad w powstanie tej pracy polegat na wspolnym opracowaniu koncepcji pracy,
zaprojektowaniu nowych inhibitoréw, wykonaniu badan modelowania czasteczkowego
i opisie ich wynikow, udziale w catosciowej analizie wynikéw oraz korekcie
manuskryptu. M¢j udziat procentowy szacuj¢ na 30%.

Hebda M., Bajda M., Wieckowska A., Szataj N., Pasieka A., Panck D., Godyn J.,
Wichur T., Knez D., Gobec S., Malawska B., Synthesis, molecular modelling and

biological evaluation of novel heterodimeric, multiple ligands targeting cholinesterases
and amyloid beta, Molecules 2016, 21(4): 410

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na wspolnym opracowaniu koncepcji pracy,
zaprojektowaniu nowych inhibitoréw, wykonaniu badan modelowania czasteczkowego
1 opisie ich wynikow, udziale w catoSciowe] analizie wynikow oraz korekcie
manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 30%.

Bajda M., Jonczyk J., Malawska B., Czarnecka K., Girek M., Olszewska P., Sikora J.,
Mikiciuk-Olasik E., Skibinski R., Gumieniczek A., Szymanski P., Synthesis, biological
evaluation and molecular modeling of new tetrahydroacridine derivatives as potential
multifunctional agents for the treatment of Alzheimer’s disease, Bioorg. Med. Chem.
2015, 23(17): 5610-5618

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na wspdlnym opracowaniu koncepcji pracy,
wykonaniu czg$ci badan modelowania czasteczkowego i opisie ich wynikoéw, udziale w
catos$ciowej analizie wynikow oraz przygotowaniu i korekcie manuskryptu. Moj udziat
procentowy szacuj¢ na 50%.



H-10.

H-11.

H-12.

Bajda M., Jonczyk J., Malawska B., Filipek S., Application of computational methods
for the design of BACE-1 inhibitors: validation of in silico modelling, Int. J. Mol. Sci.
2014, 15(3): 5128-5139

Moj wkilad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy,
zaplanowaniu badan modelowania czasteczkowego i wykonaniu ich czg$ci, analizie
wynikow, przygotowaniu i korekcie manuskryptu. M¢j udzial procentowy szacuj¢ na
70%.

Panek D., Wigckowska A., Wichur T., Bajda M., Godyn J., Jonczyk J., Mika K.,
Janockova J., Soukup O., Knez D., Korabecny J., Gobec S., Malawska B., Design,
synthesis and biological evaluation of new phthalimide and saccharin derivatives with

alicyclic amines targeting cholinesterases, beta-secretase and amyloid beta aggregation,
Eur. J. Med. Chem. 2017, 125: 676-695

Mo¢j wkiad w powstanie tej pracy polegat na wspolnym opracowaniu koncepcji pracy,
zaprojektowaniu nowych inhibitoréw, wykonaniu wigkszosci badan modelowania
czasteczkowego 1 opisie ich wynikow, udziale w caloSciowej analizie wynikow oraz
korekcie manuskryptu. M¢j udziat procentowy szacuje na 10%.

Bajda M., Filipek S., Study of early stages of amyloid Ai323 formation using
molecular dynamics simulation in implicit environments, Comp. Biol. Chem. 2015, 56:
13-18

Moj wkilad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy,
zaplanowaniu i wykonaniu badan modelowania czgsteczkowego, analizie wynikow,
przygotowaniu i1 korekcie manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 90%.

. Bajda M., Filipek S., Computational approach for the assessment of inhibitory potency

against beta-amyloid aggregation, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2017, 27: 212-216

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy,
zaplanowaniu i wykonaniu badan modelowania czgsteczkowego, analizie wynikow,
przygotowaniu i1 korekcie manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 90%.

Badania opisane w pracach H-1 — H-13 zostaly wykonane w nast¢pujacych osrodkach:

1.

Przygotowanie pracy pogladowej wykonano w Zaktadzie Fizykochemicznej Analizy
Leku na Wydziale Farmaceutycznym UJCM (H-1).

Badania modelowania czasteczkowego, obejmujgce m. in. projektowanie nowych
pochodnych, analize oddziatywan ligand — cel biologiczny oraz symulacje agregacji
beta-amyloidu wykonano w Zaktadzie Fizykochemicznej Analizy Leku na Wydziale
Farmaceutycznym UJCM (H-2 - H-13), na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego (H-10, H-12, H-13) oraz w Instytucie Farmacji i Chemii Zywieniowej
Uniwersytetu w Wuerzburgu (H-2, H-4).

Syntez¢ nowych zwiazkdw przeprowadzono w Zakladzie Fizykochemicznej Analizy
Leku na Wydziale Farmaceutycznym UJCM (H-2 - H-8, H-11) oraz w Zakladzie



Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekéw 1 Radiofarmacji na Wydziale
Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (H-9).

4. Badania krystalograficzne przeprowadzono w Zaktadzie Krystalochemii 1
Krystalofizyki na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego (H-5).

5. Badania in vitro aktywnosci zwigzkow wzgledem cholinoesteraz i beta-sekretazy oraz
kinetyki enzymatycznej przeprowadzono w Zaktadzie Fizykochemicznej Analizy Leku
na Wydziale Farmaceutycznym UJCM (H-2 - H-8, H-11) oraz w Zaktadzie Chemii
Farmaceutycznej, Analizy Lekow 1 Radiofarmacji na Wydziale Farmaceutycznym
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (H-9).

6. Badania in vitro agregacji beta-amyloidu przeprowadzono w Zaktadzie Chemii
Farmaceutycznej na Wydziale Farmacji Uniwersytetu w Ljubljanie (H-3, H-5 - H-8, H-
11), w Instytucie Farmacji i Chemii Zywieniowej Uniwersytetu w Wuerzburgu (H-4)
oraz w Zakladzie Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekéw i1 Radiofarmacji na
Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (H-9).

7. Test przenikalno$ci przez barierg krew-moézg metoda PAMPA wykonano w Zaktadzie
Fizykochemicznej Analizy Leku na Wydziale Farmaceutycznym UJCM (H-3, H-6, H-
7) oraz w Centrum Badan Biomedycznych Szpitala Uniwersyteckiego w Hradec
Kralove (H-11).

8. Badania dziatania neuroprotekcyjnego wykonano w  Zakladzie Biologii
Farmaceutycznej na Wydziale Farmacji Uniwersytetu w Ljubljanie (H-5).

9. Badania cytotoksyczno$ci wykonano Zaktadzie Chemii Farmaceutycznej, Analizy
Lekow i Radiofarmacji na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego w
Lodzi (H-9).

10. Badania in vivo w kierunku dziatania prokognitywnego oraz dziatan niepozadanych
przeprowadzono w Katedrze Farmakodynamiki na Wydziale Farmaceutycznym UJICM
(H-3).

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

Wprowadzenie

Ponad 100 lat temu Alois Alzheimer opisat pierwszy przypadek nowej choroby mézgu,
ktora obecnie nosi nazwe pochodzaca od jego nazwiska [1]. Objawia si¢ ona zaburzeniami
kognitywnymi, post¢pujaca utratg pamieci, dezorientacja, zaburzeniami mowy, zmianami
w zachowaniu, prowadzac w koncowym etapie do catkowitej demencji i $mierci pacjenta [2].
Analizy post-mortem wykazaty obecno$¢ w mozgu chorych dwoch zmian: wystepujacego
zewnatrzkomorkowo beta-amyloidu, ktory odklada si¢ w formie blaszek starczych oraz
wewnatrzkomorkowych splatkéw neurofibrylarnych, ztozonych z hiperfosforylowanego biatka
tau [3]. Obie te zmiany prowadza do degeneracji neurondw i rozwoju choroby.

Choroba Alzheimera (Alzheimer’s disease, AD) najczesciej dosiega osob starszych.
Szacuje si¢, ze na calym $wiecie obecnie choruje 46,8 miliona osob i liczba ta ulegnie
podwojeniu w ciggu kolejnych 20 lat [4]. Choroba jest zwykle p6zno wykrywana, a czesto
zdarza si¢, iz pacjenci umieraja zanim zostang zdiagnozowani [5]. Te niepokojace dane
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pociagaja za sobg konieczno$¢ prowadzenia badan naukowych ukierunkowanych na poprawe
diagnostyki 1 wprowadzenie skutecznego leczenia.

Ztozony patomechanizm choroby obejmuje szereg procesoOw prowadzacych do
neurodegeneracji [6]. Najwazniejsza role odgrywa akumulacja nieprawidlowo sfaldowanych
biatek 1 peptydow, ktorych obecnos¢ wywotuje stres oksydacyjny i powoduje rozwoj stanu
zapalnego, przez co zaburza prawidlowe funkcjonowanie neuronéw [7, 8]. Wystepujace
w poblizu komorek nerwowych blaszki starcze sktadaja si¢ ze ztogow beta-amyloidu, ktory
powstaje z biatka prekursorowego APP [9]. Bialko APP posiada dtuga domeng N-koncowa,
pojedyncza domene transbtonowa oraz krétki C-koncowy fragment cytoplazmatyczny [10].
Wystepuje ono w trzech izoformach, réznigcych sie dtugoscig [11]. Biatko APP moze by¢
przetwarzane dwoma alternatywnymi drogami. Pierwsza z nich, zwana nieamyloidogenng
wiaze si¢ z dzialaniem dwoch enzyméw: a- 1 y-sekretazy [12]. a-Sekretaza tnie biatko
prekursorowe pomiedzy Lys16 a Leul7, w wyniku czego powstaje sAPPa, ktéremu przypisuje
si¢ dziatanie neuroprotekcyjne oraz fragment C83 [13]. Role a-sekretazy przypisuje si¢ kilku
enzymom z rodziny ADAM (a disintegrin and metalloprotease) - gldéwnie ADAM10, ADAM17
(TACE) i ADAMO [14]. Enzymy te pelnig rowniez inne funkcje takie, jak wplyw na procesy
hematopoetyczne czy powstawanie czynnika TNFo. W dalszym etapie na fragment C83 dziata
y-sekretaza, w efekcie czego powstaje peptyd p3, ktory nie posiada zdolnosci formowania
ztogdéw amyloidu [12]. Patologiczny beta-amyloid powstaje w tzw. §ciezce amyloidogenne; tj.
w wyniku sekwencyjnego dziatania beta-sekretazy (BACE1) oraz gamma-sekretazy [15]. Beta-
sekretaza jest proteaza aspartylowa, ktora posiada zdolno$¢ cigcia APP w dwdch miejscach:
Met-1 - Aspl 1 Tyrl0 - Glul1 [16]. Cigcie w pierwszym miejscu jest zdecydowanie czgstsze
i prowadzi do dwoch fragmentow: sAPPP oraz C99, z ktérych ten drugi jest substratem dla
gamma-sekretazy. y-Sekretaza jest proteaza blonowa, zlozong z czterech podjednostek: PS
(preseniliny), APH-1 (anterior pharynx - defective protein 1), NCT (nikastryny) i PEN-2
(presenilin enhancer 2), wystepujacych w stosunku 1:1:1:1 [17, 18]. Zaproponowany
w literaturze model sugeruje, ze presenilina w nieaktywnym kompleksie jest stabilizowana
przez zwiazanie z APH-1 1 NCT [19]. Dopiero po zwigzaniu PEN-2 z kompleksem, nastgpuje
endoproteoliza preseniliny do fragmentu N- 1 C-koncowego (NTF, CTF), dzigki czemu
v-sekretaza zyskuje aktywnos$¢ proteolityczng. Presenilina moze wystepowaé w dwoch
odmianach (PS-1 1 PS-2)[20]. Obie posiadaja 67% identycznych aminokwasow, ale y-sekretaza
zwierajaca PS-1 wykazuje znacznie wyzsza aktywno$¢. Preseniliny posiadaja dwie reszty
kwasu asparaginowego, zlokalizowane w obrgbie blony komorkowej, ktore tworza ,,rdzen”
katalityczny dla wewnatrzbtonowej proteolizy substratu [21]. Przemiany C99 prowadza do
uwalniania peptydéw o zmiennej dtugosci, przecigtnie liczacych od 37 do 43 aminokwasow
[22]. Sposrdd nich 40- 1 42-aminokwasowe fragmenty, zwlaszcza ten dtuzszy, posiadajg
najwigkszg zdolno$¢ agregacji 1 charakteryzuja si¢ najwyzsza toksycznoscia [23]. Dane
literaturowe pokazuja, iz proces tworzenia ztogéw (fibryli) przebiega poprzez stadium
oligomerow, charakteryzujacych si¢ zdecydowanie wyzsza toksycznoscia od form
monomerycznych jak i uksztattowanych fibryli, i w najwigkszym stopniu przyczyniajacych si¢
do degeneracji synaps i powstawania objawow chorobowych [24-26]. Zaburzenia rOwnowagi
pomiedzy powstawaniem a usuwaniem agregatow beta-amyloidu moga by¢ czynnikiem
inicjujacym rozwoj AD [27]. Hipoteza, méwiaca o kluczowej roli beta-amyloidu w patogenezie



choroby Alzheimera zostata zaproponowana przez Hardy’iego w 1991 roku [28, 29]. Obecnie
pojawiajg si¢ rowniez doniesienia literaturowe sugerujace, iz beta-amyloid jest efektem, a nie
przyczyna choroby oraz iz pojawia si¢ on takze u zdrowych oséb. Wplyw AP na
neurodegeneracj¢ nie jest zatem w pelni wyjasniony [30, 31], ale nadal trwaja liczne prace
badawcze skupiajace si¢ nad poszukiwaniem zwigzkow wptywajacych na procesy agregacji
[32, 33].

Druga oznaka choroby Alzheimera jest obecno$¢ splatkow neurofibrylarnych,
zawierajacych hiperfosforylowang forme¢ biatka tau [34]. Bialko tau wystepuje gléwnie
w aksonach komdrek nerwowych i nalezy do rodziny biatek zwigzanych z mikrotubulami [35].
Obecne jest w cytoplazmie w postaci kilku form r6znigcych si¢ dtugoscia [36]. Jego rola polega
na stabilizacji mikrotubul, zapewnieniu prawidlowego funkcjonowania cytoszkieletu, regulacji
transportu aksonalnego czy regulacji podziatow komérkowych [37]. Zbudowane jest z czterech
domen: domeny N-koncowej, domeny bogatej w proling, domeny wigzacej mikrotubule
1 domeny C-koncowej [38]. Rejon zawierajacy liczne reszty proliny jest rozpoznawany przez
kinazy (MAPK, CDKS5, GSK3pB), co prowadzi do fosforylacji reszt seryny i treoniny
w motywach sekwencyjnych PS i PT [39-41]. Nadmierna fosforylacja, obecna w stanach
patologicznych, zmniejsza powinowactwo biatka tau do mikrotubul, prowadzac do powstania
helikalnie zwinietych sparowanych wlokienek [42, 43]. Dalsza agregacja powoduje
powstawanie splatkow neurofibrylarnych, co w efekcie zaburza transport aksonalny i prowadzi
do $mierci neuronu [44, 45]. Najnowsze doniesienia literaturowe wskazuja na prawdopodobne
istnienie zwigzku pomiedzy powstawaniem blaszek starczych a powstawaniem splatkow
neurofibrylarnych [46]. Zaleznos¢ ta nie jest jednak w petni poznana, nie jest rowniez pewne,
ktéra ze zmian powstaje wczesniej.

Poza zmianami, obejmujacymi agregacje¢ biatek i peptydow, w przebiegu AD pojawiaja
si¢ takze zmiany w neuroprzekaznictwie [47]. W 1976 r. Davies 1 Maloney zaproponowali
hipotezg cholinergiczng choroby Alzheimera [48]. Mowi ona o tym, Ze za zaburzenia pamigci
1 procesu myslenia odpowiada degeneracja neuronow cholinergicznych w obrebie hipokampa
oraz kory mozgowej. Zanik neurondéw cholinergicznych prowadzi do obnizenia poziomu
acetylocholiny (Ach) — bardzo istotnego neuroprzekaznika oraz acetylotransferazy cholinowe;j
— enzymu, odpowiedzialnego za jego syntez¢. Towarzyszy temu takze zmniejszenie ilosci
receptorow, na ktére oddziatuje acetylocholina tj. receptoréw muskarynowych, szczegolnie M
oraz neuronalnych receptoréw nikotynowych Nn [49, 50]. Jednocze$nie poziom acetylocholiny
jest regulowany poprzez dwa enzymy: acetylocholinoesteraz¢ (AChE) oraz
butyrylocholinoesteraz¢ (BuChE)[51-53]. Oba te enzymy naleza do rodziny proteaz
serynowych 1 charakteryzuja si¢ wysoka homologia sekwencji. Niemniej jednak
acetylocholinoesteraza wystepuje gléwnie na neuronach i pelni wiodaca role w hydrolizie
acetylocholiny, podczas gdy butyrylocholinoesteraza w osrodkowym uktadzie nerwowym
(OUN) znajduje si¢ przede wszystkim na komorkach glejowych, a jej rola jest drugorzedna.
BuChE posiada takze zdolno$¢ hydrolizy innych estroéw, poprzez co pelni role detoksykacyjng
[54, 55]. Badania nad chorobg Alzheimera pokazaly, ze w p6zniejszych etapach choroby ilos¢
AChE znaczaco zmniejsza sig, a jej role przejmuje butyrylocholinoesteraza [56].
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Sposréd innych hipotez choroby Alzheimera nalezy wyszczegolni¢ hipoteze stresu
oksydacyjnego [57] oraz hipoteze wapniowa [58]. Pierwsza z nich méwi o nadmiernym
generowaniu wolnych rodnikéw w mitochondriach, ktére prowadzi do niszczenia komoérek. Do
oksydacyjnych uszkodzen mogg przyczyniac si¢ jony metali takich jak cynk, miedz, zelazo czy
glin, ktére uczestniczac m.in. w reakcji Fentona generuja wolne rodniki [59]. Hipoteza
wapniowa nawigzuje z kolei do nadmiernej kumulacji jonéw wapnia, ktére uczestniczg
w apoptozie komorek.

Pomimo, iz pierwszy przypadek AD zostal opisany ponad 100 lat temu pacjenci z tg
chorobg nie doczekali si¢ skutecznego leczenia [60]. Do dnia dzisiejszego nie ma lekoéw, ktore
prowadzityby do catkowitego wyleczenia lub zatrzymania rozwoju choroby. Dostepne metody
terapii obejmuja przede wszystkim dziatanie objawowe, tagodzac symptomy oraz nieznacznie
spowalniajac postep choroby. Najpopularniejsze jest stosowanie inhibitorow cholinoesteraz
takich jak donepezil, galantamina czy riwastygmina, ktére hamujac rozklad acetylocholiny
poprawiaja funkcje kognitywne [61-64]. Jedynym stosowanym dotad lekiem modyfikujagcym
przebieg choroby Alzheimera jest memantyna, ktéra jako antagonista receptorow NMDA
zmniejsza ekscytotosycznos¢ wywotang przez stres oksydacyjny i nadmierne nagromadzenie
si¢ jondw wapnia [65]. Wielorako$¢ czynnikow prowadzacych do rozwoju AD oraz brak metod
skutecznego leczenia jest przyczyng podejmowania licznych badan nad nowymi lekami
w terapii tego schorzenia [66-69].

Poszukiwanie nowych zwiazkow biologicznie aktywnych w terapii AD

Badania nad nowymi lekami o potencjalnym zastosowaniu w terapii choroby
Alzheimera obejmuja rézne cele biologiczne [66]. Grill i Cummings zaproponowali podziat
tych celéw na dwie gldwne grupy [70]. Pierwsza z nich obejmuje cele, ktore sa podstawa
leczenia objawowego, natomiast druga skupia si¢ na celach, istotnych dla leczenia
modyfikujacego przebieg choroby. W odniesieniu do AD leczenie objawowe bazuje na
ingerencji w neurotransmisj¢ cholinergiczng [71] oraz powigzane z uwalnianiem
acetylocholiny przekaznictwo histaminergiczne [72] i serotoninergiczne [73]. Sposrod celow,
ktore moga modyfikowac przebieg choroby Alzheimera wymienia si¢ beta-amyloid [29], biatko
tau [74] oraz dzialanie neuroprotekcyjne [75]. Istotne dla drugiej grupy celow sa rowniez liczne
enzymy, zaangazowane w przemiany wspomnianych biatek i peptydéw. W przypadku beta-
amyloidu bierze si¢ pod uwage alfa-, beta- i gamma-sekretazg [76], natomiast dla biatka tau
wazne s3 kinazy np. GSK-33, MAPK czy CDKS5 [77].

W kontek$cie usprawniania neurotransmisji prowadzone badania dotyczg inhibitoréw
cholinoesteraz [78], agonistow receptorow muskarynowych Mi [79] i nikotynowych Nn [80]
oraz antagonistow lub odwrotnych agonistow receptorow histaminowych H3 [81]
1 serotoninowych 5-HTe [82]. Z kolei poszukiwanie terapii modyfikujacych przebieg choroby
opiera si¢ na inhibitorach beta-sekretazy [83], modulatorach gamma-sekretazy [84],
aktywatorach alfa-sekretazy [85], inhibitorach agregacji beta-amyloidu i biatka tau [86],
inhibitorach kinaz [87] oraz czynnikach neuroprotekcyjnych, antyoksydacyjnych
i chelatujacych jony metali [88]. Ostatnie lata intensywnych prac wielu o$§rodkoéw naukowych
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doprowadzily do wprowadzenia do badan klinicznych kilkunastu substancji o znaczacym
potencjale leczniczym [89].

Istotnym zwigzkiem jest NIC5-15, ktory w zwyktych dawkach (0,8 — 2,0 g/dzien) dziata
uwrazliwiajagco na insuling, a w wyzszych dawkach zmniejsza akumulacj¢ beta-amyloidu
poprzez modulowanie aktywnos$ci gamma-sekretazy [90]. Zwiazek ten hamuje przemiany APP
bez wplywu na NOTCH, dzicki czemu mozna unikng¢ wielu dzialan niepozadanych.
Zakonczona druga faza badan klinicznych dla NIC5-15 wykazala jego dobra tolerancje
i bezpieczenstwo. Posrod modulatoréw gamma-sekretazy wazne miejsce zajmuje réwniez
CHF-5074 — analog R-flurbiprofenu, ktory w 1 fazie badan wykazal odpowiedni profil
bezpieczenstwa 1 trafit do II fazy badan klinicznych [90].

Do inhibitoréw beta-sekretazy o obiecujacych wlasciwosciach nalezy MK-8931 oraz
AZD 3293 [90]. Pierwszy zwiazek przeszedt pozytywnie badania bezpieczenstwa oraz wykazat
dawkozalezne obnizenie poziomu beta-amyloidu w plynie mézgowo-rdzeniowym. Obecnie
trwaja przygotowania do badan fazy II/I11. Podobnie do zwigzku MK-8931 wypadtl opracowany
przez firme Astra-Zeneca inhibitor AZD 3293, ktéry obecnie znajduje si¢ w fazie II/I11.

W odniesieniu do biatka tau warto wspomnie¢ o LMTX i tideglusibie [91, 92]. LMTX
jest pochodng biekitu metylenowego, ktora obecnie znajduje si¢ w III fazie badan klinicznych.
Posiada on ulepszong biodostepno$¢ oraz jest lepiej tolerowany w porownaniu do zwigzku
macierzystego. Zwiazek ten zapobiega agregacji biatka tau, utatwia jego usuwanie, posiada
réwniez aktywnos¢ przeciwko beta-amyloidowi. LMTX dziata jako inhibitor hiperfosforylacji
biatka tau. Tideglusib jest z kolei nieodwracalnym inhibitorem kinazy GSK-3p. W badaniach
preklinicznych zapobiegal utracie komorek nerwowych i redukowat deficyty pamieci
przestrzennej. We wstepnych badaniach klinicznych nieznacznie poprawial funkcje
kognitywne, jednak zostal odrzucony w fazie IIb ze wzgledu na trudno$ci w potwierdzeniu
wczesniejszych rezultatow.

W innych badaniach sprawdzano mozliwosci stosowania ligandow receptoréw
serotoninowych 5-HTe 1 histaminowych Hs [93, 94]. Idalopirdyna, bedaca selektywnym
antagonistg receptoréow 5-HTs, wykazata dobry profil bezpieczenstwa w fazie I . Badania
przedkliniczne udowodnity zwigckszona skuteczno$§¢ kombinacji antagonistow 5-HTs
1 inhibitorow cholinoesteraz, dlatego II faze badan klinicznych prowadzono na pacjentach
zazywajacych donepezil. Wyniki tych badan wskazywaty na poprawe funkcji kognitywnych
1 staty si¢ powodem do rozpoczecia fazy III. Z kolei antagonisci receptorow Hs np. ABT-288
réwniez byli dobrze tolerowani. Jednakze w fazie Il badan dla ABT-288 nie zaobserwowano
istotnych statystycznie zmian w zakresie funkcji poznawczych.

Nasilenie dziatania ukladu cholinergicznego umozliwia enceniklina [95]. Jest ona
czgsciowym agonistg o-7 receptorow nikotynowych (-7 nAChR). Dziata jako selektywny
koagonista wraz z acetylocholing, mogac poprawia¢ funkcje kognitywne bez ryzyka
nadmiernej stymulacji receptoroOw nikotynowych z innymi podjednostkami i1 receptorow
muskarynowych. Wyniki badan fazy II potwierdzily jej bezpieczenstwo i skutecznosc,
w konsekwencji czego rozpoczeto faze III badan klinicznych [90].
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W  ciggu ostatnich lat duzego znaczenia nabratlo poszukiwanie ligandow
wielofunkcyjnych (multitarget directed ligands)(H-1). Zaproponowane w 2005 roku przez
Morphy’iego i Rankovic’a podej$cie do poszukiwania lekow w terapii chordb o zlozonej
etiologii méwi o stosowaniu substancji, ktore moga oddziatywaé z wigcej niz tylko jednym
celem biologicznym [96]. Kombinacja kilku aktywnosci w jednej czasteczce pozwala na
efektywniejszg farmakoterapi¢ — zwigksza jej skuteczno$¢, ogranicza dzialania niepozadane
oraz upraszcza schemat leczenia. Istnieje kilka drog prowadzacych do uzyskania ligandow
wielocelowych. Wsroéd najwazniejszych wymienia si¢ aczenie struktur dwoch aktywnych
ligandow za pomoca linkera, bezposrednie laczenie aktywnych czasteczek lub czesciowe
natozenie farmakoforow. W odniesieniu do choroby Alzheimera stosowanie ligandéw
wielocelowych nabiera szczegdlnego znaczenia, gdyz umozliwia potaczenie leczenia
objawowego 1 modyfikujacego przebieg choroby. Najczesciej spotyka sie taczenie dzialania
hamujacego cholinoesterazy z hamowaniem agregacji beta-amyloidu, z dziataniem
antyoksydacyjnym i neuroprotekcyjnym lub z chelatowaniem jonéw metali. Rzadziej pojawia
si¢ laczenie dwodch celow o znaczeniu w leczeniu objawowym np. hamowanie cholinoesteraz
1 antagonizm wzgledem receptoréw 5-HTe lub Hs. Zagadnienia te zostaly opisane w pracy
przegladowej H-1.

Komputerowo wspomagane projektowanie nowych lekow

Poszukiwanie nowych lekéw jest procesem kosztownym i bardzo czasochtonnym [97,
98]. Jego celem jest wytonienie substancji o pozadanej aktywnosci i optymalnych parametrach
farmakokinetycznych. W przesztosci olbrzymig rolg w otrzymywaniu nowych lekow
odgrywato losowe testowanie roznych substancji w kierunku dzialania na okre$lone cele
biologiczne [99, 100]. Takie podejscie, zwane skryningiem biologicznym, wymagato najpierw
otrzymania danej substancji metoda syntezy lub jej izolacji z surowcow pochodzenia
naturalnego, a nastgpnie przebadania w roéznych modelach biologicznych. Czgsto
najwazniejszych odkry¢ dokonywano przypadkiem. Jako przyktad moze doskonale postuzy¢
odkrycie penicyliny i jej dzialania przeciwbakteryjnego [101, 102]. Znajomo$¢ pierwszych
substancji o pozadanej aktywnosci prowadzita do eksploracji przestrzeni chemicznej wokot
danej czasteczki [103]. W ten sposob otrzymywano rézne pochodne danego zwiazku, po czym
testowano je, aby sprawdzi¢ jak dane modyfikacje wptywajg na aktywno$¢ biologiczna.
W obecnych czasach duzy nacisk ktadzie si¢ na racjonalne projektowanie lekow [104]. Takie
podejscie ma zapewni¢ wieksza efektywnos$¢ dziatan oraz nizsze koszty. Bardzo pomocne w
osiggnieciu tego celu jest wspomagane komputerowo projektowanie lekéw (computer-aided
drug design)[105]. Dzigki dostgpnosci wydajnych stacji roboczych oraz licznych programéw
komputerowych mozliwe jest zaprojektowanie i optymalizacja struktur czasteczek o pozadanej
bioaktywnosci. Wsrdd stosowanych w tym celu technik wystepuja ilo§ciowe analizy zaleznosci
struktura — aktywno$¢ (quantitative structure-activity relationship, QSAR), modelowanie
farmakoforow, dokowanie czasteczek do miejsca wigzania czy symulacje dynamiki
molekularnej [106, 107].

Analizy QSAR pozwalajg na ilosciowe ujecie zalezno$ci pomigdzy strukturg substancji
a ich dzialaniem biologicznym [108]. Takie zalezno$ci sg opracowywane, a nastepnie
walidowane na duzych zbiorach zwiazkow, dzigki czemu mozna doktadnie zidentyfikowac
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elementy strukturalne czasteczek lub ich wiasciwos$ci o szczegdlnym znaczeniu dla aktywnosci
biologicznej oraz okresli¢ ich liczbowy wktad. Uzyskana wiedza jest z kolei wykorzystywana
w projektowaniu nowych pochodnych o wigkszej sile dziatania.

Modelowanie farmakoforéw wykorzystywane jest w sytuacji, kiedy dostgpna jest grupa
ligandéw o okre$lonym dzialaniu, a struktura samego celu biologicznego wcigz pozostaje
nieznana [109]. Na podstawie tych ligandow budowany jest model farmakoforowy tj. zespot
cech przestrzennych i elektronowych, ktory charakteryzuje zwiagzki aktywne. Tak sporzadzony
model mozna wykorzysta¢ w wirtualnym skryningu olbrzymich baz zwigzkow w celu
wylonienia tych o potencjalnej aktywnosci [107].

Dokowanie ligandow do miejsca wigzania pozwala na okreslenie sposobu wigzania
z danym celem biologicznym [110]. Szczegotowa identyfikacja oddzialywan ligand — cel
biologiczny pozwala na podanie przyczyny dziatania, wyjasnienie réznic w aktywnosci
roznych pochodnych, a finalnie na takg optymalizacje struktury liganda, aby jego wigzanie byto
jak najkorzystniejsze. Dodatkowo odpowiednio dobrana funkcja oceniajgca gwarantuje
prawidtowa oceng¢ potencjalnej aktywnosci, przez co utatwia wybor struktur nowych zwigzkéw
do syntezy.

Ciekawym rozwigzaniem jest zastosowanie dynamiki molekularnej (MD)[111, 112].
Symulacje MD pozwalaja na przesledzenie przebiegu roznych zjawisk, w tym procesu wigzania
liganda, procesu aktywacji r6znych bialek czy procesu agregacji bialek i peptydéw. Dokowanie
uzupehione symulacjami dynamiki molekularnej umozliwia ocen¢ wptywu nowych zwigzkow
na wybrane cele biologiczne na rdéznych etapach. Dzigki takiemu rozwigzaniu mozna
zaprojektowac nowe pochodne, ktore beda prowadzi¢ do okreslonych zmian konformacyjnych
danego celu biologicznego z jednoczesng mozliwoscia $ledzenia stanow przejsciowych oraz
szybkosci zachodzenia tych zmian.

W przypadku nieznajomosci struktury badanego celu biologicznego przydatne staje si¢
modelowanie homologiczne [113] oraz modelowanie ab inito [114]. Obie metody pozwalaja
na zbudowanie modelu wybranego biatka i1 lepsze poznanie jego budowy. Modelowanie
homologiczne wymaga dostepnosci struktury innego biatka, ktére jest spokrewnione
z modelowanym obiektem. Stanowi ono wdwczas matryce, na bazie ktorej powstaje nowy
model. W przypadku modelowania ab initio nie jest konieczna obecnos¢ biatek
homologicznych. Model nowego biatka powstaje poprzez bezposrednie fatdowanie tancucha
polipeptydowego. Na zbudowanych obiema metodami modelach mozna prowadzi¢ analizy
wigzania ligandow poprzez dokowanie lub symulacje dynamiki molekularne;j.

Waznym uzupelieniem wspomnianych wcze$niej metod sa przewidywania
wlasciwosci fizykochemicznych i1 farmakokinetycznych [115]. Dzigki zastosowaniu réznych
algorytmow, réznych sposobow podziatu czasteczek na fragmenty strukturalne, réznych analiz
podobienstwa do znanych substancji leczniczych mozliwe staje si¢ przyblizone okreslenie
wlasciwosci nowych substancji. Ma to szczegdlne znaczenie, poniewaz juz na etapie
projektowania nowych pochodnych oprocz aktywnosci bierze si¢ pod uwage wihasciwosci
farmakokinetyczne, takie jak odpowiednie wchtanianie, dystrybucja, metabolizm czy
wydalanie.
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Projektowanie wspomagane komputerowo stalo si¢ istotnym elementem w pracach nad
kazdym nowym lekiem. To dzigki niemu wprowadzono na rynek m. in. dorzolamid — inhibitor
anhydrazy weglanowej, kaptopril — inhibitor konwertazy angiotensynowej, sakwinawir —
inhibitor proteazy HIV oraz tirofiban — antagonistg receptorow glikoproteinowych GP I1b/I11a
[116, 117]. Liczne przyktady skutecznego stosowania modelowania czasteczkowego zachecaja
do coraz szerszego wdrazania tych technik w badaniach nad nowymi lekami.

Cel prowadzonych badan

Pojawienie si¢ koncepcji ligandow wielocelowych i mozliwo$¢ jej zastosowania
w odniesieniu do terapii choroby Alzheimera stata si¢ przyczyna rozpoczecia szerokich badan
skupionych na poszukiwaniu nowych zwiazkéw bioaktywnych, wplywajacych na procesy
powstawania ztogow beta-amyloidu i przekaznictwo cholinergiczne. Prezentowane badania
zostaly ukierunkowane na zwigzki, ktore oprécz hamowania acetylo- i butyrylocholinoesterazy
moga hamowaé¢ samoistng agregacje AP i/lub hamowaé B-sekretaze. Celem gtownych prac
w ramach przedstawionego wniosku habilitacyjnego byto wdrozenie technik modelowania
molekularnego do projektowania nowych ligandéw. Pierwszy etap badan obejmowat
opracowanie sposobOw projektowania i oceny zwigzkow jako potencjalnych inhibitorow
AChE, BuChE, BACE!l i agregacji beta-amyloidu, a drugi etap zastosowanie ich do
projektowania nowych pochodnych.

Prace zwigzanie z poszukiwaniem inhibitoréw cholinoesteraz zostaty zapoczatkowane
w ramach pracy doktorskiej, a nastgpnie znaczaco rozwinigte w ramach dziatan po doktoracie.
Poszukiwanie inhibitorow agregacji beta-amyloidu 1 inhibitorow beta-sekretazy byto
catkowicie nowym tematem podjetym juz po obronie doktoratu. Badania nad projektowaniem
nowych ligandow sktonilty mnie rowniez do blizszego przyjrzenia si¢ samemu procesowi
agregacji beta-amyloidu.

Przedstawione we wniosku habilitacyjnym prace obejmuja:

1. przeglad literaturowy w zakresie poszukiwan zwigzkoéw wielocelowych jako potencjalnych
lekoéw w terapii choroby Alzheimera — H-1,

opracowanie metody projektowania i oceny inhibitoréw cholinoesteraz — H-2,

opracowanie metody projektowania i oceny inhibitorow beta-sekretazy — H-10,

badanie procesu agregacji amyloidu na przyktadzie ABiz-23 — H-12,

opracowanie metody projektowania i oceny inhibitorow agregacji beta-amyloidu — H-13,
projektowanie nowych ligandow wielofunkcyjnych — H-3 — H-9 1 H-11.

A

Wyniki prowadzonych badan w ramach post¢powania habilitacyjnego

Wprowadzeniem do prac eksperymentalnych bylo przygotowanie pracy przegladowej
H-1, ktéra przedstawia trendy w poszukiwaniu nowych ligandow wielocelowych
o potencjalnym zastosowaniu w terapii choroby Alzheimera. W ciggu ostatnich lat otrzymano
interesujace zwigzki multifunkcyjne, ktore wplywaja zaré6wno na objawy jak i przyczyny
choroby. Wsrdéd opisanych przykladow dominuja pochodne takryny, donepezilu,
ksantostygminy, benzofuranu i struktury policykliczne, charakteryzujace si¢ wpltywem na
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cholinoesterazy oraz dzialaniem hamujacym agregacj¢ beta-amyloidu. Pojawiaja si¢ takze
nieliczne zwiazki, taczace w sobie aktywnos$¢ inhibicyjng wzgledem cholinoesteraz oraz beta-
sekretazy. Czesto jednak okazuje sie, ze polaczenie roznych kierunkéw aktywnosci w jednej
czasteczce jest skomplikowane ze wzgledu na konieczno$¢ odpowiedniego zbilansowania sity
dziatania na wybrane cele biologiczne. Ch¢¢ otrzymania nowych ligandéw wielofunkcyjnych
taczacych aktywno$¢ antycholinoesterazowa z hamowaniem agregacji i/lub powstawania beta-
amyloidu stata si¢ przyczyng podjecia badan w tym temacie. Gtownym zagadnieniem
w prowadzonych pracach bylo wdrozenie technik modelowania do projektowania nowych
pochodnych.

Prace H-2, H-10 1 H-13 zawieraja opis opracowanych metod projektowania 1 oceny
ligandow cholinoesteraz, beta-sekretazy i1 beta-amyloidu. Metody te oparte byly na znajomosci
struktur przestrzennych wspomnianych celow biologicznych (structure-based approach),
a kazda z nich zostata zwalidowana na grupie ligandow referencyjnych.

Acetylo- 1 butyrylocholinoesteraza naleza do hydrolaz serynowych o faldowaniu o/f3
[118]. Pierwsza struktura krystaliczna AChE zostata opisana w 1991 r. przez J. Sussmana [119].
Acetylocholinoesteraza zawiera 12 beta-kartek, otoczonych przez 14 alfa-helis. Hydroliza
substratu przebiega w glebokim, waskim gardle enzymu o wymiarach 20 A x 5 A, ktore sktada
si¢ z dwoch zasadniczych czesci: miejsca katalitycznego i1 peryferyjnego (Rys.1). Miejsce
katalityczne zbudowane jest z 4 czesci: triady katalitycznej (Ser200, His440, Glu327)!, miejsca
anionowego (Trp84, Tyr130, Phe330, Phe331), kieszeni acylowej (Phe288, Phe290) i dziury
oksyanionowej (Gly118, Gly119, Ala201)[120]. Triada katalityczna odpowiada bezposrednio
za transfer grupy acetylowej na seryne, miejsce anionowe wigze protonowang grupe aminowag
substratu, kieszen acylowa determinuje wielko$¢ podstawnika w grupie acylowej, a dziura
oksyanionowa stabilizuje strukture stanu przejsciowego w hydrolizie substratu. Peryferyjne
miejsce anionowe (Tyr70, Asp72, Tyr121, Trp279, Ty334) jest zlokalizowane przy wej$ciu do
gardla enzymu i odpowiada za pierwotne wigzanie substratu oraz petni funkcje dodatkowe np.
uczestniczy @~ w  interakcji z  beta-amyloidem [121]. Gardlo  enzymatyczne
butyrylocholinoesterazy sktada si¢ z tych samych czgs$ci: triady katalitycznej (Ser198, His438,
Glu325)?, miejsca anionowego (Trp82, Tyr128, Ala328, Phe329), kieszeni acylowej (Leu286,
Val288), dziury oksyanionowej (Gly116, Gly117, Ala199) oraz miejsca peryferyjnego (Asp70,
Tyr332)[122]. Jest jednak zdecydowanie szersze, przez co enzym ten moze hydrolizowad
substraty o wigkszej czasteczce niz acetylocholina.

! numeracja reszt aminokwasowych w AChE, pochodzacej z dretwy kalifornijskiej
2 numeracja reszt aminokwasowych w ludzkiej BuChE
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Rys.1. Gardta enzymatyczne cholinoesteraz: miejsce katalityczne wraz z podzialem na czgsci
oraz miejsce peryferyjne. Acetylocholinoesteraz¢ przedstawiono na lewym panelu,
butyrylocholinoesteraz¢ na prawym.

Badania w tematyce cholinoesteraz (praca H-2) rozpoczeto od poréwnania dostepnych
struktur krystalicznych, biorgc pod uwage zmienno$¢ konformacyjng reszt aminokwasowych
w obrgbie gardla enzymu oraz obecno$¢ czasteczek wody. Wykonane analizy potwierdzity
opisang w literaturze duza gietkos¢ dwoch aminokwaséow w strukturze AChE tj. Phe330
z miejsca anionowego oraz Trp279 znajdujacego si¢ miejscu peryferyjnym. Stwierdzono takze
obecno$¢ czasteczek wody w obrebie gardta enzymu, ktore posredniczyty w wiazaniu ligandow
referencyjnych. W przypadku BuChE struktura miejsca aktywnego pozostawata sztywna. Nie
mniej jednak rowniez zaobserwowano istotne dla wigzania ligandow czasteczki wody.
Dokowanie ligandow do obu enzymow prowadzono za pomocg programu GOLD, ktory oferuje
uwzglednianie czasteczek wody w procesie dokowania. Walidacja dokowania zostala oparta na
procesach redokowania (redocking) i dokowania krzyzowego (cross-docking). Wybrano
siedem struktur krystalicznych AChE, réznigcych si¢ ligandami, z ktéorymi zostaty
wykrystalizowane. W etapie redokowania ustalono parametry, ktore zapewniaty uzyskanie p6z
liganda o jak najnizszej wartosci RMSD (root mean square deviation; wartosci do 1 A — dobra
poza, do 2 A — bliska poza). W ten sposob udato sie zdefiniowa¢ wielko$¢ miejsca wigzania,
czasteczki wody, ktorych obecnos$¢ byta niezbedna dla prawidtowego odtworzenia sposobu
wigzania ligandoéw referencyjnych i wybra¢ funkcje oceniajaca, ktora pozwalata na prawidlowsa
oceng poz ligandow. W etapie dokowania krzyzowego zadokowano wszystkie ligandy
referencyjne do wszystkich struktur acetylocholinoesterazy. W ten sposéb ustalono, ktore
struktury enzymu pozwalaty na dobre zadokowanie jak najwiekszej ilosci inhibitorow. Okazato
si¢, ze wystarczg tylko trzy struktury AChE, ktéore umozliwialy lacznie na poprawne
zadokowanie wszystkich siedmiu zwigzkoéw referencyjnych. Nalezaty do nich kompleksy
z donepezilem (1EVE)?, takryng (1ACJ) i bis-(7)-takryng (2CKM), ktére odpowiadaty trzem
najczesciej wystepujacym kombinacjom  skrajnych ulozen najbardziej zmiennych
konformacyjnie reszt Phe330 1 Trp279. Wartosci funkcji oceniajagcej dla zwigzkow
referencyjnych pozwolity na ustanowienie punktu na skali ocen, ktory odpowiadat zwigzkom
o podobnej aktywnosci. W zwigzku z tym, iz struktura acetylocholinoesterazy 1EVE dawata
najlepsze wyniki dokowania, a nasze zainteresowania skupity si¢ na poszukiwaniu nowych

3 kody struktur krystalicznych w bazie Protein Data Bank (http://www.rcsb.org)
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zwigzkow o strukturze spokrewnionej z donepezilem w toku dalszych badan zostal ustalony
punkt odcigcia dla funkcji ChemScore na poziomie 40, ktory odpowiadat zwigzkow o ICso
rzgdu 1 pM. Jednoczes$nie wartoscig docelowa pozostata wartos¢ 49,48, ktora odpowiadata
aktywnosci donepezilu (ICso = 31,2 nM). W przypadku BuChE walidacja dokowania byta
utrudniona, poniewaz nie byly dostepne struktury krystaliczne kompleksow tego enzymu
z ligandami, wigzgcymi si¢ niekowalencyjnie. Rozwigzaniem byto wykorzystanie takryny,
ktora jest inhibitorem obu cholinoesteraz i ktorej wigzanie z oboma enzymami powinno by¢
bardzo podobne. Przeprowadzajac dokowania tego zwigzku referencyjnego ustalono optymalne
parametry tego procesu, uwzgledniajac zaréwno wielko$¢ miejsca wigzania, rodzaj funkcji
oceniajacej czy obecno$¢ czasteczek wody. Dla takryny najlepsza funkcja oceniajaca okazata
si¢ rowniez funkcja ChemScore, a warto$¢ odpowiadajaca aktywnosci tego zwigzku wyniosta
52,63. Opracowane metody dokowania wraz z analiza spojnosci wynikow i oceng trybu
wigzania zostaly zaimplementowane do projektowania nowych inhibitorow AChE i BuChE
(prace H-3 — H-9).

Punktem wyj$cia w projektowaniu nowych ligandéw byty zwiazki 1 i 2, otrzymane
w Zaktadzie Fizykochemicznej Analizy Leku UJCM i wykazujace staba zdolno$¢ hamowania
obu cholinoesteraz z wartosciami ICso na poziomie dziesigtek uM (Rys.2). Postanowiono
zoptymalizowac struktury tych zwigzkow, aby uzyskaé¢ pochodne o zwickszonej sile dziatania
(H-2, H-3). Zwiazki macierzyste, wystepujac w rozciggnietej konformacji, mogty oddziatywac
zar6bwno z miejscem katalitycznym jak i peryferyjnym acetylocholinoesterazy. Fragment
benzylowy tworzyt oddzialywania o charakterze przystawania pierscieni aromatycznych (n-m
stacking) z Trp84 w miejscu anionowym, a uktad ftalimidu z Trp279 (n-n stacking) 1 Tyr70
(CH-t) w miejscu peryferyjnym. Protonowana piperydyna oddziatywata z Phe330
(oddzialywania kation-m), a grupa aminowa z lacznika z Tyr334. Calo$¢ kompleksu byta
stabilizowana przez sie¢ wigzan wodorowych. Piperydyna poprzez czasteczke wody wigzata
si¢ z grupg OH Tyrl21, jedna grupa karbonylowa ftalimidu oddzialywata takze z Tyrl21,
a druga grupa karbonylowa poprzez kolejng czasteczke wody z grupg karbonylowg tancucha
gtownego Phe288. Zwiazki te wigzaty si¢ takze z butyrylocholinoesteraza. Wowczas
wystepowaly w konformacji zgietej, a ich fragment benzylowy i protonowana piperydyna
oddziatywaty z Trp82, grupa aminowa oddzialywata z Tyr332 lubTyr128, podczas gdy uktad
ftalimidu lokowat si¢ w lipofilowej kieszeni wyscielonej przez Leu286, Val288, Trp231 i Phe
398. Taki sposdb wigzania inhibitorow 1 i 2 dawat szans¢ na dalszg optymalizacj¢ ich struktury.
Modyfikacje objety zastgpienie uktadu ftalimidu innymi uktadami heterocyklicznymi, zmiang
dhugosci tacznika oraz wprowadzenie prostych podstawnikow do fragmentu benzylowego.

NN %{ N
H N~~~
N
(0] 0o H
1. AChE: IC5q = 18,2 uM; BUChE: IC5q = 22,8 uM 2. AChE: ICsq = 53,7 pM; BUChE: IC5q = 24,5 uM

Rys.2. WyjSciowe struktury inhibitorow cholinoesteraz uzyte do projektowania nowych
pochodnych.
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Wykonane analizy wynikow dokowania wykazaty, ze zaden z testowanych uktadow
heterocyklicznych (tetrahydroizochinolina, tetrahydrochinolina, indol, indolina) nie dawat
lepszego dopasowania do AChE anizeli macierzysty fragment ftalimidu, jedynie dwa
skondensowane pierScienie aromatyczne w uktadzie indolu byly oceniane na podobnym
poziomie. Korzystne okazywato si¢ wprowadzenie atomu fluoru w pozycji orto w podstawniku
benzylowym ze wzgledu na tworzenie wigzania wodorowego z Ser200, atomu chloro w pozycji
meta ze wzgledu na wigzania halogenowe 1 grupy hydroksylowej potozeniu para, ktéra mogta
tworzy¢ wigzanie wodorowe z Glu199. W wiekszosci wypadkow dtuzsze taczniki, tj. liczace
6-8 atomoéw wegla, dawaly lepsze rownoczesne dopasowanie zwigzkow do miejsca
katalitycznego i peryferyjnego acetylocholinoesterazy. Wyjatek stanowit facznik trojweglowy,
dla ktorego dopasowanie bylo réwnie dobre jak w przypadku dhuzszych tancuchow
weglowodorowych. Wyniki badan biologicznych metodg FEllmana dla otrzymanych
pochodnych 3, 4 i 5 potwierdzity obserwacje wynikajace z modelowania (Rys.3). Nowe
inhibitory wykazywaty silniejsze hamowanie AChE w poréwnaniu do zwigzkoéw
macierzystych 1 i 2. Jednocze$nie charakteryzowaly si¢ takze silniejszg inhibicjag BuChE.
Wsrod zaprojektowanych zwigzkow znalazta si¢ takze pochodna 6, ktéra najsilniej hamowata
butyrylocholinoesterazg przy stabym hamowaniu acetylocholinoesterazy. Wybrane pochodne
m. in. 6 zostaly przebadane w kierunku hamowania agregacji beta-amyloidu APi-42. Zwigzek 6
okazat sie¢ jednym z najsilniej wptywajacych na agregacje. Dalsze badania potwierdzity dla tej
pochodnej mozliwo$¢ przenikania przez barier¢ krew-mozg (metoda PAMPA-BBB) oraz
istotng poprawe¢ pamieci w testach in vivo (test biernego unikania z indukowanym skopolaming
uszkodzeniem pamigci). Wigzanie zwigzku 5 z AChE i 6 z BuChE przedstawiono na Rys.4.
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N\/\/\/\/\N H
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3. AChE: ICs = 43,39 uM; BUChE: IC5, = 1,87 uM 5. AChE: ICs = 4,52 uM; BUChE: ICs = 9,37 uM
o | o)
O C /O/\Q/CI
N [ j
(o] H o) H
4. AChE: ICsp = 44,0 uM: BUChE: ICs = 7,66 puM 6. BUChE: ICsp = 0,72 uM; AB = 72,5%

Rys.3. Struktury nowo zaprojektowanych i1 otrzymanych inhibitorow cholinoesteraz i agregacji
beta-amyloidu (3-6).
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Rys.4. Sposob wiazania zwiazku 5 w miejscu aktywnym acetylocholinoesterazy (lewy panel)
oraz zwigzku 6 w miejscu aktywnym butyrylocholinoesterazy (prawy panel).

W dalszych pracach wykorzystano projektowanie oparte na fragmentach strukturalnych
takich jak rozne uktady aromatyczne, heterocykliczne czy ugrupowania aminowe (H-2 1 H-4).
Stosujac technike dokowania oceniono mozliwo$¢ wiazania si¢ poszczegdlnych fragmentow
z AChE i BuChE. Z wybranych fragmentéw bardzo korzystnie wypadl, wystepujacy
w macierzystych zwigzkach, ftalimid, poniewaz mégt oddziatywaé z acetylocholinoesteraza
w miejscu anionowym (oddzialywania n-t 1 CH-n z Phe330, Phe331 i Trp84) oraz miejscu
peryferyjnym (oddzialywania o podobnym charakterze z Trp279 i Tr334). Rownie korzystnie
zostal oceniony fragment dietyloaminowy, ktory takze moglt wigzaé si¢ z oboma miejscami
poprzez oddziatywania kation-nt. W przypadku butyrylocholinoesterazy zarowno ftalimid jak
1 dietylamina wigzaty si¢ w jednym miejscu tj. oddziatywaty z Trp82 z miejsca anionowego.
Te obserwacje wskazaly, ze dla powyzszych fragmentéw istnieja dwa miejsca interakcji
z AChE, a tylko jedno z BuChE oraz, ze ich potaczenie moze prowadzi¢ do selektywnej
inhibicji acetylocholinoesterazy. Analiza wynikéw dokowania dla zwiazkdéw powstatych przez
polaczenie ftalimidu z dietyloaming tacznikiem alkilowym o dhugosci 6-8 atomoéw wegla
potwierdzita mozliwo$¢ wigzania nowych pochodnych z oboma miejscami AChE, natomiast
w odniesieniu do BuChE wigzanie nowych ligandow byto ograniczone. Badania in vitro dla
zwigzkow  7-9  (Rys.5) potwierdzily, ze s3 one selektywnymi inhibitorami
acetylocholinoesterazy z wartosciami ICso na poziomie pojedynczych puM. Poszerzone testy
biologiczne wykazaty, ze pochodna 8 hamowata agregacje beta-amyloidu Ai3-23 na poziomie
39,4% w stezeniu skryningowym 80 uM. Wyznaczona aktywno$¢ hamujaca AChE byta zgodna
z przewidywang tj. okoto ICso = 1 uM. Dla najaktywniejszego zwigzku 9 wartos¢ funkcji
oceniajacej ChemScore wyniosta 40,54, co nadal plasowalo go na pozycji zdecydowanie
nizszej niz referencyjny donepezil i sktaniato do dalszej optymalizacji.
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Rys.5. Struktury nowo zaprojektowanych i otrzymanych inhibitorow cholinoesteraz i agregacji
beta-amyloidu (7-9 1 10-12).

Ciekawa modyfikacja byta mozliwos$¢ przeksztatcenia dietyloaminy w uktad cykliczny
pirolidyny (praca H-8). Taka zmiana zwigkszata oddziatywania hydrofobowe z reszta
tryptofanu Trp84, dzigki czemu nowe pochodne mialy zyska¢ zwiekszong aktywnosc.
Pochodne 10-12 tj. analogi zwigzkow 7-9, zawierajace fragment pirolidyny charakteryzowaty
si¢ selektywng lub preferencyjng inhibicjag acetylocholinoesterazy na poziomie
submikromolarnym (Rys.5). Najaktywniejszy zwigzek 12 posiadat takze zdolno§¢ hamowania
agregacji beta-amyloidu APi-42 na poziomie 15,17% oraz potwierdzong w tescie PAMPA-BBB
zdolno$¢ przenikania przez barier¢ krew-mozg.

Atrakcyjnym fragmentem w projektowaniu inhibitorow byla réwniez benzyloamina
(prace H-2 1 H-5). Fragment ten, podobnie jak dietyloamina, mégt oddziatywa¢ z oboma
miejscami AChE, a tylko z jednym w BuChE. Przewaga benzyloaminy bylo to, ze oprécz
oddziatywan kation-n tworzyla takze oddziatywania typu n-m oraz CH-m. Polaczenie
benzyloaminy z uprzywilejowanym ukladem ftalimidu za pomoca tacznika alkilowego
o zoptymalizowanej dlugosci (5-7 grup CH2) dato zwiazki 13-15 (Rys.6). Pochodne te byly
selektywnymi inhibitorami AChE o aktywnos$ci submikromolarnej. Ich dalsza optymalizacija,
obejmujgca wprowadzanie roznych podstawnikow do uktadu benzyloaminy, doprowadzita do
pochodnych 16-18 i 19-21 (Rys.6), ktore zawieraty odpowiednio atom fluoru w pozycji orto
lub atom chloru w pozycji meta. Taki sposob podstawienia, analogicznie jak w zwigzkach 3 1 4,
pozwalat na tworzenie dodatkowych oddziatywan. Atom fluoru tworzyt wigzanie wodorowe
z Ser200, a atom chloru wigzanie halogenowe z grupa karboksylowa Glul99 i fancuchem
gléwnym Gly441. Otrzymane pochodne hamowaly selektywnie acetylocholinoesteraze,
posiadajac wartosci ICso w zakresie dziesigtek lub setek nM. Dla poréwnania zsyntetyzowane
zostaly takze pochodne o innym podstawieniu (para-fluoro, 2,4-difluoro), ktére w badaniach
in silico miaty nizsze oceny niz zwigzki niepodstawione, co sugerowato ich nizszg aktywnosc.
Testy biologiczne potwierdzily przewidywania z badan modelowania czasteczkowego.
Dodatkowe badania in vitro wykazaty, ze najaktywniejsze inhibitory AChE hamuja agregacje
beta-amyloidu na poziomie porownywalnym z donepezilem (donepezil 13,80%, a zwiagzek 16
— 13,74% w stgzeniu 10 uM). Najsilniejszym inhibitorem agregacji okazal si¢ zwigzek 22
(hamowanie 65,96%)(Rys.6).Wykazal on takze dziatanie neuroprotekcyjne w tescie
cytotoksycznos$ci indukowanej APi-42 na liniach komérkowych SH-SYSY. Byt on jednak nieco
stabszym inhibitorem AChE.
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22. AChE: ICs = 0,219 uM; AP = 65,96%

Rys.6. Struktury nowo zaprojektowanych i otrzymanych inhibitoréw cholinoesteraz i agregacji
beta-amyloidu (13-31).

W dalszej kolejnosci sprawdzono mozliwo§¢ wigzania z cholinoesterazami
N-metylowych pochodnych zwigzkow 13-15, 16-18 i 19-21 (praca H-6). Zaprojektowane
pochodne 23-25, 26-28 i 29-31 (Rys.6) charakteryzowaty si¢ mniejsza zasadowos$cia niz
zwigzki macierzyste (amina III rz. vs II rz.), co ostabiato nieznacznie oddziatywania kation-m.
Jednak wprowadzenie malego podstawnika alkilowego (-CH3) nasilalo oddziatywania
hydrofobowe. Sumarycznie biorgc wyniki dokowania wskazaly, ze N-metylowe analogi
powinny posiada¢ zblizong aktywnos$¢ antycholinoesterazowa. Wykonane testy potwierdzity,
ze zwiazki 23-25, 26-28 1 29-31 maja zdolnos¢ selektywnego lub preferencyjnego hamowania
AChE w podobnych stezeniach do zwiazkdéw niemetylowanych.

Bazujac na  przeksztalceniu  fragmentu dietyloaminowego w  pirolidyne
1 obserwowanym wzroscie aktywnosci anty-AChE, w kolejnym etapie postanowiono
wkomponowa¢ benzyloaming w uklad heterocykliczny (praca H-8). W ten sposob powstaty
zwigzki 32-34, ktére fragmentem tetrahydroizochinoliny mogty silnie wigza¢ si¢ z miejscem
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anionowym AChE oraz BuChE (Rys.7). Otrzymane pochodne wykazaly dziatanie inhibicyjne
wzgledem obu cholinoesteraz z warto$ciami ICso zazwyczaj ponizej 1 uM dla AChE
1 nieznacznie powyzej 1 uM dla BuChE.

o 32.n = 5; AChE: ICsq = 1,266 uM; BUChE: ICsq = 5,314 uM
\ "O@ 33.n = 6; AChE: ICsp = 0,387 uM; BUChE: ICsq = 1,169 uM
(ﬁ 34.n = 7; AChE: ICsq = 0,688 uM; BUChE: IC5o = 0,618 uM

o n

Rys.7. Nowo zaprojektowane struktury inhibitorow cholinoesteraz i agregacji beta-amyloidu
(32-34).

Sprawdzajac technikami in silico mozliwosci zastgpienia uktadu ftalimidu innym
uktadem heterocyklicznym wykazano m. in., ze zaréwno izoindolinon jak i izoindolina
ostabiaja oddzialywania w miejscu peryferyjnym (praca H-7). Eliminacja z tych fragmentow
kolejnych grup karbonylowych znaczaco redukowala ilo$¢ wigzan wodorowych z resztami
aminokwasowymi. Otrzymane, dla celow porownawczych pochodne, w badaniach in vitro
potwierdzity przewidziane efekty. W toku intensywnych poszukiwan bioizosteru dla ftalimidu
wykazano, ze fragment sacharyny (imid kwasu o-sulfobenzoesowego) doskonale dopasowuje
si¢ do miejsca peryferyjnego AChE, tworzac oprocz oddzialywan obecnych dla ftalimidu
dodatkowe wigzanie wodorowe z zakonserwowana czasteczka wody. W tescie Ellmana
zwigzek 35 (sacharynowy analog zwigzku 13) charakteryzowatl si¢ najsilniejszg aktywnoscia
wzgledem AChE ze wszystkich dotychczas otrzymanych inhibitorow (Rys.8). W dalszych
badaniach in vitro wykazano dla tej pochodnej zdolno$¢ hamowania agregacji beta-amyloidu
na poziomie 22,19% w stezeniu 10 uM oraz mozliwo$¢ przenikania przez barier¢ krew-mozg
(PAMPA-BBB). Sposob wigzania zwiagzku 35 z acetylocholinoesterazg przedstawiono na
Rys.9.

II;O
?\\1 H\/© 35. AChE: ICso = 0,036 uM; AP = 22,19%
\H’s

Rys.8. Struktura nowo zaprojektowanego i otrzymanego inhibitora cholinoesteraz i agregacji
beta-amyloidu (35).
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Rys.9. Sposob wigzania najaktywniejszego z zaprojektowanych inhibitoréw 35 w centrum
aktywnym AChE.

Weczesniejsze obserwacje korzystnego wptywu atoméw fluoru i chloru w podstawniku
benzylowym (zwiazki 3 1 4 oraz 16-18 1 19-21) sklonily do sprawdzenia czy taka modyfikacja
w odniesieniu do zwigzku 35 bedzie korzystna (praca H-8). Wyniki dokowania wskazywaty
mozliwo$¢ tworzenia wspomnianych wczesniej oddzialywan jednak w badaniach
biologicznych nie zaobserwowano wzrostu aktywnosci.

Dla wszystkich pochodnych o strukturze opartej na budowie donepezilu mozna wskazaé
optymalng dtugo$¢ tacznika alkilowego, ktory warunkuje najlepsze dopasowanie do miejsc
katalitycznego 1 peryferyjnego acetylocholinoesterazy (prace H-2 — H-8). Jednoczes$nie
zaobserwowano, ze optymalny dla AChE linker nie zapewnia odpowiedniego hamowania
butyrylocholnoesterazy. Dopiero dalsze wydhuzenie tancucha nasila inhibicje BuChE, przy
jednoczesnym zmniejszaniu aktywnosci wzgledem AChE. Prowadzone badanie wykazaty, ze
odpowiednio zbilansowang aktywnos$¢ wzgledem obu cholinoesteraz mozna o0siggna¢ przez
manipulacje dlugos$cig linkera. Warto takze wspomnie¢, ze wprowadzenie w krotszym taczniku
alkilowym ukladu aromatycznego prowadzi juz do hamowania obu enzymoéw. Jednak
aktywnosci ksztattuja si¢ na poziomie mikromolarnym (praca H-6).

Uzupelnieniem prac w zakresie poszukiwania nowych inhibitoréw cholinoesteraz byto
wykonanie badan sposobu wigzania dla nowych pochodnych takryny (praca H-9). Zwiazki te
stanowity polaczenie takryny z p-dimetyloaminobenzamidem i réznity si¢ dtugoscia tacznika
alkilowego. Wszystkie wykazywaly zblizong Iub silniejszg aktywno$¢ wzgledem obu
cholinoesteraz w poréwnaniu do samej takryny z jednoczesna zdolno$cig hamowania agregacji
beta-amyloidu przez najaktywniejsza pochodng. Analizy wynikéw dokowania pokazaly, ze
otrzymane zwigzki moga jednoczesnie wigzac si¢ z miejscem katalitycznym 1 peryferyjnym
AChE. Fragment takryny umiejscawiat si¢ pomi¢dzy dwiema resztami aminokwasowymi tj.
Trp84 1 Phe330 i byl odpowiedzialny za tworzenie oddzialywan typu m-m stacking. Ponadto
miat mozliwo$¢ tworzenia wigzania wodorowego z tancuchem gtownym His440 oraz mogt
tworzy¢ oddziatywania kation-m z Trp84 i Phe330. Za wigzanie z miejscem peryferyjnym
odpowiadat fragment benzamidu, ktory oddzialywat z Trp279 i1 Tyr70 poprzez przystawanie

24



pierScieni aromatycznych (m-m stacking). W przypadku BuChe sposdéb wiazania nowych
zwigzkow byly podobny. Fragment takryny réwniez wigzat si¢ w miejscu katalitycznym w
poblizu reszty Trp82, z ktora tworzyl oddzialywania typu m-m. Ponadto tworzyt wigzanie
wodorowe z His438. Uktad benzamidu poprzez m-nm wigzat sie¢ z Tyr332 w miejscu
peryferyjnym butyrylocholinoesterazy. Uzyskane informacje na temat sposobu wigzania moga
by¢ wykorzystane w przysztych pracach nad optymalizacja struktury inhibitoréw z grupy
pochodnych takryny o podwo6jnym punkcie uchwytu.

Badania dotyczace beta-sekretazy zostaly rowniez rozpoczete od opracowania metody
in silico stuzacej do projektowania i oceny potencjalnych inhibitorow (praca H-10). Opierajac
si¢ na dostgpnych strukturach krystalicznych, zwigzkach referencyjnych oraz technice
dokowania przeprowadzono szereg prob, ktore umozliwily w koncowym etapie selekcje
najbardziej obiecujacych pochodnych.

Beta-sekretaza (BACE1, memapsyna-2) jest proteaza aspartylowa [16](Rys.10). Jej
domena katalityczna zawiera charakterystyczne motywy sekwencyjne: DTGS oraz DSTG
[123]. Diada katalityczna sktada si¢ z dwoch reszt kwasu asparaginowego Asp32 1 Asp228,
ktore sg koplanarne i formie apo tworza sie¢ wigzan wodorowych z czasteczka wody,
znajdujaca si¢ pomigdzy nimi [124]. Wspomniana czasteczka wody uczestniczy w ataku
nukleofilowym na grupe karbonylowa z wigzania peptydowego w substracie. Badania
krystalograficzne zaowocowaly licznymi strukturami tego enzymu, zaréwno w formie apo jak
1 zwigzanej z czasteczkami inhibitoréw [124]. Reszty aminokwasowe 67-77 tworza strukture
beta-spinki (B-hairpin) o nazwie klapka (flap), ktéra znajduje si¢ nad miejscem aktywnym
1 limituje do niego dostgp [125]. Jest to struktura o duzej ruchliwo$ci: w czasie wejscia
substratu klapka si¢ otwiera, zamyka si¢ w czasie hydrolizy, po czym zndéw si¢ otwiera, aby
utatwi¢  wyjscie produktom. W kompleksach BACEl z inhibitorami o budowie
pseudopeptydowej klapka przyjmuje stan zamknigty, a w formach apo znajduje si¢ w stanie
otwartym. Reszty 9-14 tworza krotkg petle 10s pomiedzy dwiema ni¢mi beta u podstawy
kieszeni S3 [126]. Petla ta réwniez cechuje sie¢ duza ruchliwo$cig i moze przyjmowac rozne
konformacje. Miejsce aktywne beta-sekretazy sktada si¢ z 8 glownych kieszeni S4-S4°, ktore
wiaza poszczegbdlne reszty substratu (P4-P4’°) podczas jego hydrolizy [127]. Wedtug
nomenklatury Schechter’a — Berger’a reszty aminokwasowe substratow sa numerowane
wzgledem miejsca cigcia i oznaczanie odpowiednio: P4, P3, P2, P1 | P1°, P2, P3’, P4’ [128,
129]. Obecnos¢ dodatkowych kieszeni S5-S7 zostala zauwazona w trakcie poszukiwan
inhibitorow o rozbudowanych czasteczkach [130].
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Rys.10. Struktura B-sekretazy. Najwazniejsze elementy takie jak katalityczne reszty kwasu
asparaginowego oraz p¢tle flap i 10s zaznaczono odpowiednio kolorem czerwonym i zielonym
(lewy panel); powierzchni¢ enzymu tworzaca kieszenie S4 — S4° pokolorowano zgodnie
z oznaczeniami: S453S2  S1'S2'S3'S4" (prawy panel).

Pierwsze prace skupily si¢ na poréwnaniu struktur krystalicznych beta-sekretazy
(H-10). Wybrano 20 komplekséw o wysokiej rozdzielczosci z bardzo lub umiarkowanie
aktywnymi inhibitorami o budowie peptydowej i niepeptydowej. Szczegdlng uwage
poswiecono diadzie katalitycznej, petli 10s, beta-spince flap oraz wszystkim innym
aminokwasom, ktore znajdowaly sie w promieniu 8 A od diady. Wykonana analiza wykazata
wzgledna sztywnos¢ wiekszosci reszt aminokwasowych z wyjatkiem tych budujacych petle 10s
1 klapke flap. Polozenie katalitycznych reszt kwasu asparaginowego nie ulegatlo zmianie.
Najwicksza zmienno$cia potozenia cechowaly sie klapka oraz petla 10s, co bylo zgodne
z danymi literaturowymi. Dokladna analiza wykazata, ze beta-spinka flap w kompleksach
z inhibitorami przyjmowata nie tylko zamknietag konformacje, ale takze potozenie bardzo
bliskie formie otwartej oraz potozenia posrednie pomiedzy obiema konformacjami. Z kolei
petla 10s przyjmowata liczne konformacje, ktore zmienialy si¢ w zaleznosci od zwigzanego
inhibitora, regulujgc w ten sposob objetos¢ miejsca aktywnego. W dalszym etapie wzigto pod
uwage czasteczki wody, szczegodlnie te, ktore byly zakonserwowane tj. wystepowaly w tym
samym miejscu w réznych kompleksach oraz te, ktore tworzyly oddzialywania z ligandami lub
katalitycznymi resztami kwasu asparaginowego. Wyodrebnione czasteczki wody byty brane
p6zniej pod uwage w etapie walidacji dokowania.

Walidacja dokowania byla oparta o redokowanie i dokowanie krzyzowe (H-10). Do
wylonionych wczesniej 20 struktur BACEI probowano zadokowa¢ inhibitory, z ktérymi
zostaly wykrystalizowane. W tym etapie ustalono parametry dokowania, ktore pozwalaty na
optymalne zadokowanie zwigzkow referencyjnych. Pod uwage wzigto m .in. wielko$¢ miejsca
wigzania, obecnos$¢ czasteczek wody czy rézne funkcje oceniajace. Analiza wynikow pokazata,
ze 17 inhibitoréw udalo si¢ bardzo dobrze lub dobrze zadokowa¢ (RMSD < 2,0). Jedynie
3 inhibitory peptydowe ze wzgledu na duza gictkos¢ dawaly wyzsze wartosci RMSD.
Wykazano réwniez, ze prawidlowe odtwarzanie péz ligandow rzadko wymagato
uwzgledniania obecno$ci czasteczek wody oraz, ze zazwyczaj pozy o najnizszej wartosci
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RMSD najlepiej byty oceniane przez funkcj¢ GoldScore. Do dokowania krzyzowego wybrano
10 najlepszych kompleksow z najnizszymi wartosciami RMSD, po czym do kazdej struktury
BACE!1 zadokowano wszystkie 17 niepeptydowych inhibitorow, stosujac wezesniej ustalone
parametry dokowania w odniesieniu do biatka. Zauwazono, ze spo$rod 10 struktur beta-
sekretazy dwie tj. 4D8C i 3L5E najlepiej adoptowaty ligandy referencyjne. Struktura 4D8C
odpowiadata BACEI z klapka flap w zamknietej konformacji, zas 3L5E zawierata beta-spinke
w stanie przejSciowym. Ponadto w przypadku drugiej struktury nalezato uwzgledniaé
czasteczki wody. Fakt, iz beta-sekretaza czesciej tworzy kompleksy z inhibitorami w formie
zamknigtej oraz brak konieczno$ci uwzgledniania wody zadecydowat o wyborze struktury
4D8C do dalszych badan. Wczesniej udowodniono, ze funkcja GoldScore dobrze nadawata si¢
do wyboru p6z o najnizszych wartosciach RMSD, dlatego nastgpnie postanowiono sprawdzi¢
czy moze by¢ réwniez zastosowana do réznicowania aktywno$ci ligandéw. W tym celu
wybrano z literatury grupe 60 inhibitoréw o réznych strukturach oraz zrdéznicowanej
aktywnos$ci. Grupeg te podzielono na dwie réwne czegsci: treningowa 1 testowa, a nastgpnie
wykorzystano do sprawdzenia zalezno$ci aktywnos$¢ — ocena z dokowania. Dla grupy testowej
wyprowadzono réwnanie, ktore jasno pokazywato powigzanie aktywnos$ci z oceng GoldScore:
pICso = 0,0791 x GoldScore + 0,410 (R = 0,8822, n = 30). W oparciu o to rownanie mozliwe
stato si¢ przewidywanie aktywnosci dla grupy testowej ze $rednim btedem dla pICso na
poziomie + 0,46, a korelacja dla pICso przewidzianego i eksperymentalnego pozostawata na
poziomie R = 0,8937 (n = 30). Opracowana metoda pozwalala jednoczes$nie na $ledzenie zmian
w trybie wigzania i przektadanie ich na zmiany w aktywnosci biologiczne;.

Zastosowanie metody opisanej w pracy H-10 wraz z metoda oceny dziatania
hamujacego cholinoesterazy zostato przedstawione w publikacji H-11. Bazujac na dotychczas
otrzymanych zwigzkach postanowiono zaprojektowa¢ nowe, ale bliskie pochodne, faczace
w sobie aktywno$¢ antycholinoesterazowg i anty-beta-sekretazowa. Punktem wyjscia byt
zwigzek 35, ktory posiadat juz potwierdzone dziatanie hamujace AChE. W strukturze nowych
analogow w laczniku alkilowym wprowadzono fragment piperazyny, w ktéorym jednemu
atomowi azotu odpowiadala grupa aminowa benzyloaminy ze zwigzku macierzystego.
Wprowadzenie drugiego atomu azotu miato nasili¢ oddziatywania z diada katalityczng BACEI,
przy jednocze$nie niewielkim oslabieniu dzialania na AChE. W ten sposob zaprojektowano
pochodng 36 (Rys.11). Zwigzek ten oddziatywal z AChE w spos6b bardzo podobny do zwigzku
35, wigzac si¢ z oboma miejscami acetylocholinoesterazy. Wprowadzenie drugiego centrum
zasadowosci zmienilo dystrybucje tadunku w calej czasteczce poprzez co ostabito
oddziatywanie z Phe330 i w efekcie miato przetozy¢ si¢ na nieznaczny spadek aktywnosci.
Przewidywane hamowanie AChE wcigz miato pozosta¢ na poziomie submikromolarnym.
Z kolei wprowadzenie uktadu piperazyny umozliwiato wigzanie si¢ nowej pochodnej
z BACE1. Uklad ten wigzal si¢ z Asp32 1 Asp228, a pozostale fragmenty lokowaty si¢
w pobliskich kieszeniach tj. S2°, S2 1 S3. Podstawnik benzylowy umiejscawiat si¢ w kieszeni
S2°, a uktad sacharyny w S2 1 S3. Co prawda sposob wigzania charakteryzowatl si¢ stosunkowo
malg iloscig specyficznych oddziatywan, jednak przewidywana aktywno$¢ ksztaltowata si¢ na
poziomie dziesigtek uM. Badania biologiczne dla zwigzku 36 wykazaty zdolno$¢ hamowania
AChE z ICso réwnym 0,83 puM, przy jednoczesnie stabym hamowaniu BACE1 wynoszacym
33,61% w stezeniu skryningowym 50 uM (ICso > 50 uM). Optymalizacja struktury zwiazku 36
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pod katem zwigckszonego hamowania beta-sekretazy doprowadzita do otrzymania pochodne;j
37 (Rys.11). Wylaczenie jednego z atomoéw azotu poza piersciefr, prowadzace do pochodnej
aminopiperydyny pozwolito na lepsze dopasowanie podstawnika benzylowego do kieszeni S2’
(Rys.12). Zwigzek 37 tworzyl mostek solny poprzez protonowang grupe aminowa z Asp228
i wigzanie wodorowe z Gly34. Fluorowany podstawnik benzylowy wypetniat kieszen S2°,
oddziatujac z Tyr71, Val69 i Tyr198. Fragment sacharynowy wigzat si¢ na pograniczu kieszeni
S2/83, oddziatujac z Asn233, Arg235 1 Thr231. Zwiazek ten wykazal silniejszg inhibicje
BACE1 (61,42% w stgzeniu 50 uM, ICso < 50 uM). Jednak odej$cie od budowy typowo
liniowej do nieco zgietej (podstawienie 1,3 w uktadzie piperydyny) oraz dwa atomy fluoru
w potozeniach 3,5 utrudniaty wigzanie z AChE, co doprowadzito do spadku aktywnosci ponizej
10% w stezeniu skryningowym 10 pM. Aktywnosci dla pierwszych otrzymanych zwiazkow
potwierdzaja wyniki modelowania czasteczkowego i1 stanowia podstawe dalszych prac.
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36. AChE: IC5¢ = 0,830 uM; BACE1 =33,61% 37. AChE < 10%; BACE1 =61,42%

Rys.11. Struktury nowo zaprojektowanych i otrzymanych inhibitoréw cholinoesteraz i beta-
sekretazy (36, 37).

Rys.12. Sposob wigzania zwigzku 37 w obregbie miejsca aktywnego BACEL. Asp32 i Asp228
stanowig diad¢ katalityczng. Petla 10s i1 klapka flap sa najbardziej fleksyjnymi czeSciami
BACEI. Kieszen S2° zawiera Tyr71, Val69 1 Tyr198. Asn233 oraz Arg235 nalezg do kieszeni
S2, a Thr231 do kieszeni S3.

Dotychczas otrzymane podwojne inhibitory cholinoesteraz i beta-amyloidu byty
projektowane jako ligandy cholinoesteraz, a ich aktywnos$¢ antyagregacyjna byta oceniana
metoda skryningu biologicznego. Ze wzglgdu na wysokie koszty beta-amyloidu Api-42
postanowiono opracowa¢ metode oceny zwigzkéw jako potencjalnych inhibitoréw agregacji
juz na etapie projektowania.
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Powstajace z APP fragmenty APi42 przyjmuja zmienng strukture drugorzedowa
w zaleznos$ci od $rodowiska, w ktorym wystepuja [131]. Wykazano, ze a-helikalna struktura
dominuje w $rodowisku niepolarnym, podczas gdy struktura B pojawia si¢ w roztworach
wodnych. Przyjmuje si¢, ze helikalny amyloid wystgpuje w obrebie btony komoérkowej tuz po
wycigciu go z fragmentu C99 przez gamma-sekretaze, za$ B-kartka odpowiada agregatom,
obecnym zewnatrzkomoérkowo. Przejscie formy a-helikalnej w B-kartki jest zatem kluczowym
elementem procesu agregacji, ktéra ma charakter odwracalny. Dowiedziono rowniez, ze
agregacja przebiega gtownie dzigki obecnosci sekwencji hydrofobowych: 17-21 (LVFFA) oraz
29-42 (C-koniec)[132, 133]. Badania prowadzone technikg spektroskopii NMR pozwolity na
okreslenie struktury przestrzennej obu form amyloidu [131, 134]. Monomeryczna forma
helikalna sktada si¢ z a-helisy, zgiecia 1 a-helisy (1YIT), natomiast w przypadku agregatéw
(pentameryczna struktura - 2BEG) N-koncowe reszty 1-17 prezentuja strukture
niezorganizowang, a pozostate tworza motyw ni¢ B — zwrot — ni¢ . W kazdym monomerze
reszty 18-26 i 31-42 tworza dwie B-kartki, oznaczane odpowiednio 1 i B2. Struktura agregatu
jest stabilizowana przez wigzania wodorowe pomig¢dzy poszczegdlnymi tancuchami gtéwnymi,
a takze dzigki migdzyczasteczkowym mostkom solnym pomiedzy Asp23 i Lys28,
oddziatywaniom typu m-m pomiedzy Phel9 - Phel9 i Phe20 — Phe20 oraz kontaktom typu
wybrzuszenie — dziura (,,knob-hole”) w parach Phel9 — Gly38 i Ala21 — Val36. Znajomo$¢
struktury tych dwoch form nie jest jednak w petni wystarczajagca do zrozumienia procesu
agregacji, a informacje o przebiegu tego zjawiska czgsto pochodza z badan modelowania
molekularnego.

Opracowujac metode projektowania inhibitoréw agregacji beta-amyloidu na wstepie
przeanalizowano sam proces formowania agregatow. W pracy H-12 skupiono si¢ na
mechanizmie agregacji skroconej formy amyloidu APi3-23. Forma ta zawiera najistotniejszy dla
agregacji motyw KLVFF i moze by¢ wykorzystywana jako alternatywa dla amyloidéw o pelne;j
dhugosci w badaniach biologicznych (H-4). Stosujac metode EEF1/IMMI1 (implicit membrane
— water environment) wykonano symulacje dynamiki molekularnej o dlugosci 500 ns dla
uktadu zawierajacego 9 fragmentow APi3-23. Zgodnie z hipoteza, moéwigcg o tym, zZe przejscie
struktury a do B jest poczatkiem agregacji, struktura startowa nonameru byla helikalna.
Obecnos¢ btony w symulacji przyspieszyta zachodzace zmiany konformacyjne, co byto zgodne
z danymi literaturowymi, ktore wskazuja, ze agregacja zachodzi szybciej w sasiedztwie
réznego rodzaju powierzchni m. in. bton biologicznych [135]. Jednoczesnie wykorzystanie
uproszczonego modelu btony pozwolito na skrécenie czasu obliczen. Poczatkowe a-helikalne
konformacje peptydéw szybko zmieniaty si¢ w struktury w formie kigbka oraz B-kartek. Po
uptywie 100 ns osiem tancuchow tracito catkowicie startowg konformacj¢. Podczas symulacji
zaobserwowano tworzenie si¢ rownoleglych i1 antyrownolegltych B-kartek. Juz na poczatku
powstaty 4 niezalezne [-kartki, obejmujace 8 peptydow, co sugerowato istotng role
oddziatywan helisa-helisa w formowaniu [-kartek. Koncowa struktura zawierata duze,
regularne B-kartki, stabilizowane przez oddzialywania hydrofobowe, oddziatywania typu n-n
pomiedzy resztami Phel9 i Phe20 oraz mostki solne pomiedzy Lys16 1 Asp23 lub rzadziej
pomiedzy Lys16 i Glu22 (Rys.13). W uktadzie az do konca symulacji pozostawata pojedyncza
helisa, pomimo licznych oddziatywan ze strukturami 3. Helisa ta oddziatywata z wewng¢trznym
rejonem hydrofobowym oligomeru poprzez reszty Phel9 i Phe20, a ponadto jej N- i C-koniec
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tworzyl wigzania wodorowe 1 mostki solne. Stwierdzono obecno$¢ licznych wigzan
wodorowych pomigdzy tancuchami bocznymi tej helisy a tancuchami gtéwnymi B-kartek.
Z kolei brak wigzan wodorowych pomiedzy tancuchami bocznymi obu struktur
drugorzedowych mogt by¢ odpowiedzialny za wyjatkowa stabilno$¢ tej helisy.

(c)

(a)

Rys.13. Struktura wczesnego stadium oligomeru osiagnigta po 500 ns symulacji MD: (a) —
struktura drugorzedowa nonameru, (b) — cztery tancuchy Api3-23, ktore tworzyly motyw 3 o
najwyzszej zawartosci B-kartek, (c) — oddzialywania pozostatej helisy z innymi monomerami.
Oddziatywania sg zaznaczone elipsami: czarnymi — oddziatywania hydrofobowe, czerwonymi
— mostki solne.

Wiasciwe prace nad nowg metoda oceny potencjatu antyagregacyjnego (praca H-13)
rozpoczeto od selekeji ligandow oraz wyboru struktury startowej beta-amyloidu. Do badan
wykorzystano otrzymane dotychczas wielocelowe ligandy o znanej juz aktywnos$ci w kierunku
hamowania agregacji beta-amyloidu. Grup¢ zwiazkéw badanych uzupetniono o referencyjna
kurkuming, ktéra jest szeroko opisywanym w literaturze inhibitorem agregacji AP [136].
Opierajac si¢ na zatozeniu, ze proces agregacji jest odwracalny przyjeto, ze jesli ligand hamuje
agregacje beta-amyloidu to moze rowniez wigzac si¢ z powstalymi fibrylami, prowadzac do ich
destrukcji. Z tego powodu wybrano f-dywanowa strukture pentameru Api7-42 jako wiasciwa do
badania oddziatywan ligand — amyloid oraz do oceny sity dziatania antyagregacyjnego. Wyniki
dokowania badanych zwigzkéw do takiego modelu beta-amyloidu pokazaty, ze wszystkie
pochodne wigzaty si¢ w tej samej okolicy. Ukladaty si¢ wzdluz osi fibryli w lipofilowej
kieszeni, wyscielonej przez tancuchy boczne reszt Ala2l, Lue34 i Val36 oraz dodatkowo
Asp23. Powstale kompleksy ligand — amyloid byty gléwnie stabilizowane przez oddziatywania
hydrofobowe oraz wigzania jonowe. Uklady heterocykliczne ligandow wigzaty si¢
z tancuchami bocznymi alaniny, leucyny i1 waliny, a protonowana grupa aminowa tworzyta
mostek solny z kwasem asparaginowym. Juz na tym etapie prac widoczna byla istotna rola
oddziatywan hydrofobowych w procesie agregacji / dezagregacji, natomiast nie bylo jeszcze
istotnych roznic pomiedzy zwigzkami aktywnymi i nieaktywnymi. Uzyskane w procesie
dokowania kompleksy po solwatacji i dodaniu jondéw staly si¢ przedmiotem pelnoatomowych
symulacji dynamiki molekularnej o dtugosci 100 ns (Rys.14). W trakcie symulacji $ledzono
zmiany struktury drugorzg¢dowej. Najwigksze rdznice zaobserwowano pomiedzy uktadami
zawierajacymi aktywne 1 nieaktywne zwigzki. Ponadto rdznice zaobserwowano roéwniez
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w przypadku systeméw z aktywnymi zwigzkami i ukladem zawierajacym sam amyloid,
natomiast uklady z nieaktywnymi pochodnymi zachowywaty si¢ podobnie do samego
pentameru. W przypadku symulacji dla kompleksu kurkuminy z beta-amyloidem
najistotniejsze zmiany struktury drugorzedowej dotyczyly dwoéch skrajnych peptydow P1 i PS5
w pentamerze. Lancuch PS5 bardzo szybko tracit strukture B, juz po 10 ns 70% reszt
przyjmowalo konformacje¢ niezorganizowang. Pod koniec symulacji tylko fragment 19-23
zachowat strukture B-nici. Podobnie bylo z tancuchem P1, ktory w 50% utracit strukture f.
Ponadto w jego przypadku okoto 90 ns reszty 33-37 utworzyly jeden obrot a-helisy. Warto
zauwazy¢, ze struktura helikalna jest charakterystyczna dla pierwotnych, niezagregowanych
form amyloidu. Pozostale, wewnetrzne tancuchy P2-P4 ulegaly mniejszym zmianom,
obejmujacym krotkie fragmenty B-kartek w poblizu zwrotu 1 C-konca. Najaktywniejsza
pochodna spos$rod wybranych zwiazkéw wihasnych (zwiazek 22) réwniez powodowala istotne
zmiany w strukturze amyloidu. Podobnie jak wcze$niej najbardziej zmieniaty si¢ skrajne
fancuchy P1 1 PS5, ktore zaczely oddziela¢ si¢ od pozostatych. Struktura [ reszt
aminokwasowych 31-42 z kazdego tancucha ulegala najwigkszej degradacji. Pod koniec
symulacji peptyd P5 w catosci przyjmowat konformacje niezorganizowang, a pozostale
zachowywaly jedynie krotkie fragmenty nici B. Dla porownania w uktadach z nieaktywnymi
zwigzkami oraz w ukfadzie z samym amyloidem zmiany byty niewielkie i obejmowatly
pojedyncze reszty aminokwasowe w obrebie B-zwrotu, N- 1 C-konca. Stabilno$¢ agregatow
beta-amyloidu byta oceniana iloSciowo za pomoca liczby mig¢dzyczasteczkowych wigzan
wodorowych, tworzonych przez tancuchy gléwne poszczegdlnych nici B pentameru.
Zaobserwowano, iz ilo$¢ takich wigzan wodorowych jest poréwnywalna w przypadku
symulacji dla uktadéw z nieaktywnymi zwigzkami i uktadu z samym amyloidem. Z kolei
w przypadku aktywnych pochodnych ilo§¢ wigzan wodorowych znaczgco si¢ zmniejszata.
Poréwnanie $redniej ilosci miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych tworzonych przez
tancuchy gtowne pod koniec symulacji z poziomem agregacji beta-amyloidu z badan in vitro
wykazato, ze istnieje umiarkowana zalezno$¢ pomiedzy analizowanymi parametrami.
Pozwolito to na wyr6znienie wérdd badanych zwiazkow trzech grup: zwiazki aktywne, zwigzki
nieaktywne i zwigzki, ktoérych aktywno$¢ byto trudno przewidzie¢. Wykazano, ze jesli Srednia
ilos¢ wspomnianych wigzan wodorowych w czasie symulacji zmniejszala si¢ do wartosci 55
lub mniej to amyloid stabo agregowal w warunkach in vitro, poniewaz analizowany zwigzek
silnie hamowat jego agregacj¢. Na tej podstawie zaproponowano powyzsze podejscie jako
metode do projektowania nowych inhibitoréw agregacji B-amyloidu.
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Rys.14. Poczatkowa i1 koncowa konformacja badanych uktadéw. Lewy panel reprezentuje sam
amyloid, srodkowy amyloid z referencyjng kurkuming, a prawy amyloid ze zwigzkiem 22.
Poczatkowa konformacja odpowiada kompleksom amyloid — ligand, uzyskanym w dokowaniu,
podczas gdy koncowa konformacja oznacza strukture ukltadu po 100 ns pelnoatomowej
symulacji dynamiki molekularne;.

Podsumowanie wynikow

Efektem prowadzonych badan, stanowigcych podstawe postepowania habilitacyjnego,
bylo opracowanie metod do projektowania i oceny inhibitorow czterech réznych celéw
biologicznych o duzym znaczeniu dla terapii choroby Alzheimera. Pod uwagg zostaty wzigte
cele, ktore sa istotne z punktu widzenia leczenia objawowego oraz modytfikujace przebieg
choroby. Badania skupity si¢ na acetylocholinoesterazie, butyrylocholinoesterazie, beta-
sekretazie 1 beta-amyloidzie. Wykorzystano znajomos$¢ struktur przestrzennych wszystkich
celow biologicznych 1 opierajac si¢ na zwigzkach referencyjnych zaproponowano sposoby
oceny nowych zwigzkéw jako potencjalnych inhibitorow. W przypadku enzymoéw (AChE,
BuChE, BACEI) badania opieraly si¢ na redokowaniu i dokowaniu krzyzowym. Takie
podejscie doprowadzitlo do wyboru zestawow parametrow dokowania, ktére umozliwiaty
prawidlowe przewidywanie utozenia ligandow referencyjnych w miejscach aktywnych
wspomnianych celow biologicznych. Nastepnie skupiono si¢ na sposobie oceny ligandow tak,
aby pozwalat on na selekcj¢ czasteczek o wysokiej aktywnosci. Zastosowano rézne funkcje
oceniajace, ktore skutecznie roznicowaly zwiagzki wedtug sily dzialania biologicznego.
W odniesieniu do beta-amyloidu metoda projektowania wymagata zastosowania bardziej
zaawansowanych technik modelowania molekularnego. W tym przypadku oparto si¢ na
dokowaniu i symulacjach dynamiki molekularnej. Dokowanie pozwalato na okreslenie sposobu
wigzania ligandow referencyjnych z amyloidem. Nastepujace po nim symulacje dynamiki
molekularnej umozliwialy $ledzenie wplywu ligandow na strukture beta-amyloidu. Aktywne
zwiazki powodowaly degradacje beta-kartkowej struktury amyloidu przebiegu symulacji MD
tym wigkszg im silniejsze dziatanie in vitro wykazywaty. Dla porownania w symulacjach dla
samego amyloidu oraz uktadéw z nieaktywnymi zwigzkami nie obserwowano wigkszych
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zmian. Wykazano, Ze najlepsza miara do przewidywania potencjalnej aktywnosci jest zmiana
ilosci miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych pomiedzy tancuchami gléwnymi w
agregatach beta-amyloidu w czasie symulacji dynamiki molekularnej. Ciekawym
uzupetnieniem badan nad metoda projektowania inhibitorow agregacji beta-amyloidu byto
okreslenie mechanizmu agregacji krétszej formy amyloidu AB13-23. Potwierdzono, ze agregacja
zachodzi szybciej w poblizu btony komoérkowej oraz wykazano, ze istotng role w formowaniu
B-kartek odgrywa oddziatywanie w parach helisa-helisa. Badania te potwierdzity rowniez duza
role oddziatywan hydrofobowych oraz mostkéw solnych w stabilizacji utworzonych
oligomerow.

Opracowane metody zostaty z sukcesem zaaplikowane w projektowaniu inhibitorow
enzymatycznych oraz inhibitorow agregacji. Dzigeki zastosowaniu metody in silico
ukierunkowanej na inhibicj¢ cholinoesteraz zaprojektowano i otrzymano nowe pochodne
o nanomolarnej sile dziatania, wérdéd ktorych dzieki skryningowi biologicznemu wytoniono
wielofunkcyjne inhibitory AChE/BuChE 1 agregacji amyloidu. Dalsze prace projektowe
wykorzystaty dwie metody in silico tj. ukierunkowane na inhibitory cholinoesteraz
1 beta-sekretazy. Laczne zastosowanie obu metod pozwolito juz na etapie projektowania na
polaczenie w jednej czasteczce obu aktywnos$ci. Otrzymane pierwsze, bliskie pochodne
wykazatly submikromolarng aktywno$¢ w kierunku cholinoesteraz oraz umiarkowang
aktywnos$¢ w kierunku beta-sekretazy. Metoda in silico stuzaca do projektowania inhibitorow
agregacji beta-amyloidu zostala rowniez wdrozona, zastepujac czgSciowo metode skryningu
biologicznego. Badania nad nowymi pochodnymi aczacymi w sobie aktywno$¢ inhibicyjna
wzgledem AChE/BuChE i/lub BACE] i/lub A sa kontynuowane.

Podsumowujac, badania stanowigce podstawe habilitacji, doprowadzily do
opracowania metod projektowania ligandow wielofunkcyjnych o potencjalnym zastosowaniu
w terapii choroby Alzheimera. Zaaplikowanie tych metod znaczaco przyspieszylo prace
badawcze 1 umozliwilo otrzymanie nowych aktywnych zwiazkéw wielocelowych, ktore sa
dalej rozwijane, a w przysztosci mogg by¢ atrakcyjnymi kandydatami na lek.

6. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo - badawczych

Prace naukowe prowadzone przed doktoratem skupity si¢ wokoét dwoch tematow.
Pierwszy nurt dotyczyt badan wtasciwosci fizykochemicznych, natomiast drugi wigzat si¢
z poszukiwaniem  nowych  inhibitoréw cholinoesteraz. Badania  wlasciwosci
fizykochemicznych, a w szczegolnos$ci oznaczanie lipofilowos$ci zostaty zapoczatkowane juz
W czasie przygotowywania pracy magisterskiej. Przedmiotem pierwszych badan w tym
zakresie byta seria 8 pochodnych tiochinoliny o dzialaniu przeciwnowotworowym (praca D-2
[137]), dla ktérej wyznaczono lipofilowo$¢ metodami eksperymentalnymi oraz
obliczeniowymi. W badaniach eksperymentalnych zastosowano techniki chromatograficzne:
RP-TLC, RP-HPLC i IAM-HPLC, natomiast przewidywania zostaly wykonane za pomoca
programéw Pallas i CAChe. Wyznaczone eksperymentalnie wspdtczynniki lipofilowosci byty
ze sobg wysoce skorelowane, a wartosci przewidywane znaczaco od nich odbiegaty. To
podkreslato konieczno$¢ wykonywania badan eksperymentalnych w tym zakresie. Uzyskane
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wyniki pozwolitly na wykonanie analizy zalezno$ci struktura — lipofilowo$¢ oraz umozliwity
ocen¢ wplywu lipofilowosci na aktywno$¢ antyproliferacyjng.

W kolejnych badaniach lipofilowosci skupiono si¢ na pochodnych N-fenylopiperazyny
(praca D-3 [138]). Dla nich réowniez wykonano badania metodami eksperymentalnymi
(RP-TLC i RP-HPLC) i obliczeniowymi oraz przeprowadzono analiz¢ zaleznosci struktura —
lipofilowo$¢. Uzyskane parametry lipofilowosci postuzyty pézniej w badaniach nad wigzaniem
pochodnych N-fenylopiperazyny z biblioteka sztucznych receptoréw utworzonych przez
N-lipidowane peptydy immobilizowane na celulozie (praca D-5 [139]). Wykazano, ze istniejg
takie kombinacje kwasow ttuszczowych 1 aminokwaséw, ze wigzanie z utworzonymi przez nie
receptorami jest uwarunkowane gléwnie lipofilowoscig ligandow.

Badania lipofilowos$ci byly rowniez rozszerzane o okreslanie innych parametrow
fizykochemicznych (praca D-6 [140]). Dla duzej grupy inhibitorow cholinoesteraz wykonano
przewidywania wilasciwosci fizykochemicznych za pomoca modulu QikProp z pakietu
Schrodinger Suite, a nastepnie przeprowadzono analiz¢ iloSciowej zalezno$ci wlasciwosci -
aktywno$¢, wykazujac, ze lipofilowos¢ jest jednym z czynnikéw wplywajacych na aktywnos¢
hamujacg AChE i BuChE.

Prace dotyczace poszukiwania inhibitorow cholinoesteraz skupily si¢ na opracowaniu
metody do szybkich oznaczen aktywnosci w kierunku hamowania acetylocholinoesterazy oraz
wyjasnieniu sposobu oddzialywania otrzymanych wczesniej inhibitoréw z cholinoesterazami.
Jako alternatyw¢ dla szeroko stosowanej w badaniach biologicznych metody Ellmana
zaproponowano mikroanaliz¢ wspomagana elektroforezg kapilarng (praca D-4 [141]).
Wykorzystano mozliwo$¢ przeprowadzenia reakcji enzymatycznej we wnetrzu kapilary,
a nastepnie przeprowadzono rozdzial powstatego produktu od nieprzereagowanego substratu.
Dzigki wczesniejszemu wykonaniu proby Slepej tj. bez inhibitora, ktora odpowiadata
maksymalnej aktywnosci enzymu, mozliwe stato si¢ okreslenie stopnia zahamowania enzymu
w obecnos$ci badanych zwigzkow.

Badania nad sposobem oddzialywania nowych karbaminiandw zawierajacych
ugrupowanie N-benzylopiperydynowe i N-benzylopiperazynowe z AChE i BuChE zostaly
przedstawione w pracy D-7 [142]. Zastosowanie techniki dokowania w pakiecie Schrodinger
Suite umozliwito okreslenie sposobu wigzania nowych pochodnych z cholinoesterazami oraz
wskazanie przyczyny zréznicowanej aktywnosci. Wykazano, ze elementem istotnym dla
hamowania AChE byla obecno$¢ fragmentu N-benzylopiperydynowego, ktory wigzat si¢
z miejscem anionowym enzymu. Ugrupowanie karbaminianowe okazato si¢ zbyteczne dla tej
grupy pochodnych. Z kolei zwiagzki zawierajace fragment N-benzylopiperazynowy uktadaty si¢
odwrotnie 1 jednoczesnie byly bardziej oddalone od triady katalitycznej. To uniemozliwiato
oddziatywania z centrum anionowym grupy N-benzylopiperazynowej oraz utrudniato transfer
grupy karbamoilowej na reszte seryny w triadzie. W przypadku wigzania z BuChE obie grupy
pochodnych reprezentowaty spdjny tryb wigzania, uktadajac si¢ w taki sposob, ze mozliwa byta
karbamoilacja seryny w centrum katalitycznym enzymu.

Poszukujac nowych inhibitorow cholinoesteraz zaproponowano zastosowanie
trojstopniowego  wirtualnego  skryningu, opartego na filtrach dla wlasciwosci
fizykochemicznych, farmakoforach i dokowaniu (praca D-22 [143]). Pierwszy etap pozwolit
na wybor czasteczek z bazy ZINC o optymalnych parametrach fizykochemicznych. Nast¢pnie
przeprowadzono szybki skryning w oparciu o modele farmakoforowe dla ligandéw
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referencyjnych. Finalnie zastosowano dokowanie, aby oceni¢ sposob oddziatywania
z wyselekcjonowanych wczesniej czasteczek z cholinoesterazami i wybra¢ potencjalne hity.
Badania biologiczne dla wybranych zwigzkow wykazaly, ze kilka pochodnych wykazato stabe
dziatanie hamujace AChE i/lub BuChE i ze wymagaja one dalszej optymalizacji w celu
poprawy aktywnosci.

Prace prowadzone po obronie doktoratu wigzaly si¢ z aplikowaniem w szerokim
zakresie metod modelowania molekularnego w badaniach nad nowymi zwigzkami
bioaktywnymi oraz z wyznaczaniem wlasciwosci fizykochemicznych.

Do badan wlasciwosci czasteczek zastosowano nowa metode tj. micelarng
chromatografi¢ elektrokinetyczng (MEKC). Umozliwila ona okre$lenie lipofilowosci duzej
serii pochodnych y-butyrolaktonu o aktywnos$ci przeciwdrgawkowej i przeciwbolowej (D-16
[144]). Uzyskane wyniki wykorzystano w analizie zalezno$ci struktura — lipofilowos¢,
poréwnano z innymi wyznaczonymi wczesniejszej parametrami lipofilowosci (D-12 [145])
oraz ostatecznie wykazano réznice w lipofilowosci pomiedzy grupa zwigzkow aktywnych
w tescie maksymalnego elektroszoku (MES) a zwigzkami nieaktywnymi. Opracowana metoda
MEKC postuzyta pdzniej do badan lipofilowosci lekow dermatologicznych (D-26 [146]).

Badania modelowania czasteczkowego skupity si¢ na roznych celach biologicznych:
cholinoesterazach, kanatach potasowych hERG, a-glukozydazie, fosforylazie tymidyny,
ureazie 1 receptorach z rodziny GPCR (5-HTis, 5-HT2s, smoothened SMO). Najwigksza
liczebnie grupg zwigzkow w tych badaniach stanowily inhibitory cholinoesteraz, dla ktorych
prowadzono analiz¢ oddziatywan w kompleksach z enzymami. Wykazano, ze nowe pochodne
1,3,4-tiadiazoli oddzialywaly gléwnie z miejscem katalitycznym AChE, tworzac
charakterystyczng ,.kanapke¢” z resztami Trp84 i Phe330 (D-14 [147]). Wazna rol¢ w wigzaniu
tej grupy inhibitorow odgrywaty wigzania halogenowe. Najaktywniejsza pochodna dzieki
obecnosci w jej czasteczce atomu bromu uzyskata aktywnos$¢ na poziomie 1Cso = 60 nM.

W dalszych pracach badano oddziatywanie pochodnych kwasu indolilooctowego
z acetylocholinoesteraza (D-17 [148]). Wykazano, ze nowe zwigzki moga oddzialywaé
z oboma miejscami AChE. Jednak zbyt krétki tacznik pomiedzy ukladem indolu a drugim
ukladem aromatycznym oraz brak centrum zasadowego sprawial, ze dopasowanie tych
zwigzkoéw nie bylo optymalne, co dawato w efekcie aktywnos$¢ z ICso na poziomie okoto
100 uM.

Sulfonamidowe pochodne bifenylu wykazywatly stabe hamowanie obu cholinoesteraz,
dlatego postanowiono zbada¢ przyczyne niskiej aktywnosci (D-29 [149]). Dokowanie
ligandow do centrum aktywnego enzymoéw wykazalo, ze ich wigzanie jest glownie
uwarunkowane oddzialywaniami o charakterze hydrofobowym. Brak istotnych wigzan
wodorowych czy oddziatywan jonowych sprawiat, ze wigzanie byto mato specyficzne.

Duzo uwagi poswigcono badaniu oddziatywan nowych pochodnych takryny
z cholinoesterazami (D-10, D-11, D-13 i D-15 [150-153]). Zwiazki te mialy budowe
heterodimeryczng 1 taczyly w sobie uktad takryny Iub jej analogu z pierscieniem
pigciocztonowym (aminocyklopentachinoliny) za pomoca tacznika alkilowego z amidami
kwasu p-fluorobenzoesowego lub 6-hydrazynonikotynowego. Analiza wynikoéw dokowania
wykazata, ze mogg one oddzialywa¢ z oboma miejscami aktywnymi cholinoesteraz, a ich
gléwnym elementem odpowiedzialnym za aktywno$¢ jest fragment takryny lub jej analogu
wiazacy si¢ w miejscu anionowym. Prowadzone badania umozliwity takze stworzenie modelu
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farmakoforowego dla wspomnianych pochodnych. Rozwinigciem wczes$niejszych prac byta
analiza sposobu oddziatywania znaczonych technetem Tc¢?*™ pochodnych takryny z AChE (D-
33 [154]). Zwiazki te byty rozpatrywane jako potencjalne radioligandy do diagnostyki choroby
Alzheimera. Badania dokowania wykazaly, ze zwigzki te maja podwojny punkt uchwytu,
a uktad takryny wigze si¢ w miejscu anionowym. Ponadto zauwazono, ze fragment zawierajacy
technet lokuje si¢ poza gardlem enzymu, tuz przy wejsciu do niego.

Dalsze badania skupily si¢ na poszukiwaniu aktywnosci antycholinoesterazowej wsrod
zsyntetyzowanych juz zwigzkow. Pierwsza cze$¢ tych prac dotyczyla pochodnych
azafenotiazyny (D-21 [155]). Biblioteke 143 zwigzkéw poddano wirtualnemu skryningowi
wylaniajac grupe hitéw, ktore zostaly nastepnie przebadane metoda Ellmana. W ten sposob
wytoniono aktywne pochodne, hamujace butyrylocholinoesterazg. Najaktywniejsza pochodna
azafenotiazyny wykazata aktywnos$¢ z ICso na poziomie 11,78 nM. W drugiej czgséci prac
poszukiwano nowych ligandow wielocelowych wsrdd eterowych i dieterowych pochodnych
piperydyny i homopiperydyny (D-9 i D-31 [156, 157]). Grupe zwiazkoéw o potwierdzonej
aktywnos$ci w kierunku receptorow Hs histaminowych przebadano metoda Ellmana, w efekcie
czego wyselekcjonowano zwigzki wielofukcyjne, ktore dodatkowo posiadaty zdolnos¢
hamowania cholinoesteraz. Najciekawsze pochodne wykazywaty powinowactwo do
receptorow Hs na poziomie pojedycznych nM oraz inhibicj¢ obu cholinoesteraz w st¢zeniach
mikromolarnych (Ki (H3) = 3,48 nM, ICso (AChE) = 7,91 uM, ICso (BuChE) = 4,97 uM). Dla
wylonionych zwigzkéw wielocelowych przeanalizowano ich oddzialywanie z AChE i BuChE.
W przypadku acetylocholinoesterazy zwiazki wystepowaty w wydtuzonej konformacji, wigzac
si¢ z oboma miejscami aktywnymi. Uktad heterocykliczny wigzat si¢ w miejscu anionowym,
a dodatkowy pierScien aromatyczny w miejscu  peryferyjnym. W  przypadku
butyrylocholinoesterazy zwigzki wystepowaty w zgiete] konformacji; uktad piperydyny /
homopiperydyny wigzat si¢ w miejscu anionowym, a fragment aromatyczny w lipofilowe;j
kieszeni utworzonej m. in. przez aminokwasy miejsca peryferyjnego. Analiza oddziatywan
wykazata dobre dopasowanie nowych pochodnych do centrum aktywnego enzymow.

Podjeto rowniez obliczenia, zmierzajace do oszacowania wpltywu ai-antagonistow
z grupy fenylopiperazynowych pochodnych fenytoiny na kanaly potasowe hERG (D-8 [158]).
Obliczenia wykonano za pomocg modutlu QikProp z pakietu Schrodinger Suite, poréwnujac
badane zwiazki ze zwigzkami referencyjnymi. Wykazano, ze nowe pochodne maja zdolnos¢
blokowania kanaléw hERG, wplywajac na pracg¢ serca. Najaktywniejszy bloker
charakteryzowal si¢ wartoscig loglCso = - 8,21 w poroéwnaniu z -6,85 dla referencyjnego
ibutylidu. Chociaz wigzanie z kanatami potasowymi nie zostatlo wprost potwierdzone, to
obserwacja wydluzenia odstepu QT w obrazie EKG moze potwierdza¢ taki mechanizm
dzialania. Wysnuto hipoteze, ze za dziatanie przeciwarytmiczne tych zwigzkéw moze by¢
uwarunkowane m. in. blokowaniem kanaléw potasowych.

Badanie oddziatywania nowych inhibitorow z a-glukozydaza prowadzono w oparciu
o dokowanie do zbudowanego na poczatku modelu homologicznego enzymu (D-19, D-24, D-
28, D-32 [159-162]). Brak struktury krystalicznej wspomnianego enzymu doprowadzit do
rozpoczecia prac w zakresie modelowania homologicznego. Bazujac na strukturze oligo-1,6-
glukozydazy zbudowano za pomoca programu Modeller modele a-glukozydazy z drozdzy
piekarskich, spos$rod ktérych po ocenie wybrano najlepszy do dokowania ligandow. Nowe
zwigzki pochodzity z czterech grup, kazda o innej budowie. Byly to pochodne
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dihydropirymidyny, imidazolu, pirydyny i piperydyny. Stwierdzono, ze w przypadku dwoch
pierwszych grup rdzen czasteczki byt kluczowy dla wigzania z a-glukozydaza, a obecne w nim
podstawniki modyfikowaty aktywnos¢. W przypadku dwoéch ostatnich grup, uktad pirydyny
i piperydyny zapewnial jedynie odpowiedniag geometri¢ czasteczek, a kluczowe byly
oddziatywania podstawnikow. Wykazano, ze aktywne pochodne tworzyly istotne
oddziatywania z podstawowymi aminokwasami, budujagcymi miejsce aktywne tj. Hisl11,
Asp214, Glu276, His348 1 Asp349. Udato si¢ takze wykaza¢ przyczyny zrdéznicowanej
aktywnosci.

Kontynuujgc prace zwigzane z dokowaniem nowych ligandéow przeanalizowano
rowniez oddziatywanie pochodnych 1,3,4-oksadiazolu z fosforylazg tymidyny (D-18, D-25
[163, 164]) oraz pochodnych kwasu barbiturowego i tiobarbiturowego (D-27 [165]) z ureaza.

Mniejsze czasteczki 5-arylo-1,3,4-oksadiazolino-2-tionu wigzaly si¢ wylacznie
w miejscu wigzania zasady azotowej nukleozydu tymidyny i cechowaty si¢ nizsza aktywnoscia.
Bardziej rozbudowane zasady Mannicha, pochodne 5-arylo-1,3,4-oksadiazolino-2-tionu,
wigzalty si¢ w miejscach wigzania zasady azotowej i cukru jednocze$nie, a ich skrajne
fragmenty siggaty az do reszty fosforanowej obecnej w miejscu aktywnym. W efekcie takie
pochodne wykazaty wyzsza site hamowania fosforylazy tymidyny.

Analizujac oddziatywanie pochodnych kwasu barbiturowego 1 tiobarbiturowego
z ureazg wykazano, ze zawdzigczaja one swoja aktywnos$¢ zdolnosci kompleksowania jonow
niklu, obecnych w centrum aktywnym enzymu. Siarkowe pochodne cechowaly si¢ silniejsza
zdolno$cig kompleksowania, co przektadato si¢ na wyzsza aktywnos¢. Podstawniki obecne
w uktadzie kwasu barbiturowego / tiobarbiturowego tworzyly dodatkowe wigzania,
modyfikujac aktywnos¢ uktadu podstawowego.

Uwienczeniem prac w zakresie modelowania byt zespotowy udziat (jako czlonek grupy
badawczej prof. Stawomira Filipka) w konkursie GPCR Dock 2013, organizowanym przez
Uniwersytet Kalifornijski i1 Instytut Badawczy Scripps. Celem badafh bylo zbudowanie jak
najdoktadniejszych modeli komplekséw receptorow 5-HTis i 5-HT2s z ergotaming oraz
receptoréw smoothened SMO z LY-2940680 i SANT-1 (D-20, D-30 [166, 167]). Stosujac
hybrydowe podejscie do tematu modelowania udato si¢ zbudowac jedne z najlepszych modeli
kompleksow ligand - receptor. Zaawansowane techniki pozwolity na wygenerowanie duzej puli
zréznicowanych modeli, ktéra byla stopniowo zawezana w oparciu o kryteria geometryczne
i energetyczne. Finalng ocen¢ modeli przeprowadzono stosujac technike dokowania, ktéra
pozwalata na wybor modeli o optymalnym ksztalcie miejsca wigzania. Koncowe dokowanie
o zwigkszonej precyzji pozwolito na wybor konkursowych komplekséw ligand — receptor.
Utozenie ergotaminy w receptorach 5-HT2s 1 5-HTis udalo si¢ przewidzie¢ z dokladnoscia,
wyrazong jako RMSD na poziomie 1,05 A i 2,03 A, co zapewnito naszemu zespolowi
odpowiednio pierwsze i drugie miejsce wsrdod wszystkich uczestnikow tego $wiatowego
konkursu.
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