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1. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA DOROBKU NAUKOWEGO

Moje prace naukowe dotyczg szeroko pojetych badan nad poszukiwaniem nowych substancji
biologicznie aktywnych, z mys$lg o uzyskaniu nowych kandydatéw na leki. Sg to badania
interdyscyplinarne, siegajagce od modelowania molekularnego celéw biologicznych i komputerowo-

wspomaganego projektowania ich ligandéw, po badania farmakologiczne.

Mozna w nich wyrdzni¢ dwa podstawowe nurty. Pierwszy dotyczy przede wszystkim komputerowo-
wspomaganego projektowania substancji biologicznie aktywnych oraz ich odpowiedniej selekcji w
oparciu o dane biologiczne. Drugi skupia sie na poszukiwaniu narzedzi badawczych, optymalnych do
wytaniania wiasciwych kandydatéow na leki, w szczegdlnosci modeli molekularnych celéw
biologicznych, wspomagajacych projektowanie nowych struktur, a takze odpowiednich modeli

zwierzecych i ich kombinacji, pozwalajgcych na skuteczng selekcje nowych zwigzkéw.

Swoje zainteresowania naukami przyrodniczymi rozwijatem juz w szkole $redniej, w ramach fakultetu
biologiczno-chemicznego, a nastepnie kontynuowatem podczas studiéw na krakowskim Wydziale
Farmaceutycznym. Wtedy to, podczas zaje¢ z chemii lekdow i farmakologii w sposdb szczegdlny
zainteresowatem sie problematyka farmakoterapii schorzen neuropsychiatrycznych, w szczegélnosci
zaburzen psychotycznych i afektywnych. Rozwdj i przygotowanie do pracy naukowej bardzo utatwito
mi zatrudnienie w lutym 2000 roku (jeszcze w czasie studiéw) w Katedrze Chemii Farmaceutycznej
UJCM, na etacie technicznym, gdzie rozpoczatem prace naukowe pod kierunkiem prof. Macieja
Pawtowskiego. Po ukonczeniu studiow na kierunku Farmacja i obronie pracy magisterskiej,
dotyczacej syntezy nowych pochodnych metyloksantynowych, w roku 2001 zostatem zatrudniony w
Katedrze Chemii Farmaceutycznej UJCM na stanowisku asystenta. Poczatkowo zajmowatem sie
syntezg chemiczng, a nastepnie rozpoczatem ksztatcenie w dziedzinie modelowania molekularnego.
Istotne znaczenie miat w tym zakresie staz naukowy, ktéry odbytem w latach 2002-2006 w Zaktadzie
Chemii Lekoéw Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie, pod kierunkiem prof. Andrzeja Bojarskiego.
Wspdtpraca zaowocowata szeregiem publikacji naukowych, a w szczegdélnosci opracowaniem nowej
generacji modeli receptorow serotoninowych typu 5-HT,4 i 5-HT;, uwzgledniajgcych swobode
konformacyjng miejsca wigzgcego. Prace te staty sie podstawg mojej rozprawy doktorskiej, ktorg
obronitem w roku 2007 na Wydziale Farmaceutycznym UJCM. Zostatem wtedy réwniez stypendystg
Fundacji na rzecz Nauki Polskiej (FNP), w ramach programu START. Po uzyskaniu stopnia doktora
nauk farmaceutycznych zostatem zatrudniony w Katedrze Chemii Farmaceutycznej UJICM na
stanowisku adiunkta, a takze w Dziale Badan i Rozwoju polskiej firmy farmaceutycznej Adamed, na
stanowisku kierownika projektéw innowacyjnych. Od tej pory, wiekszos¢ moich prac badawczych
zwigzana byta z projektem ,Opracowanie innowacyjnego leku stosowanego w terapii schorzen

osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) — schizofrenii, depres;ji, leku”, ktdrego bytem kierownikiem.
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Projekt ten byt multidyscyplinarnym przedsiewzieciem, realizowanym w latach 2008-2013 przez
konsorcjum naukowo-przemystowe, koordynowane przez firme Adamed, w sktad ktérego weszto
kilkudziesieciu naukowcéw z Wydziatu Farmaceutycznego UJCM, Instytutu Psychiatrii i Neurologii w
Warszawie i Politechniki Krakowskiej. Projekt ten byt dofinansowany przez Narodowe Centrum Badan
i Rozwoju w ramach programu Inicjatywa Technologiczna I. W ramach projektu opracowano i
przebadano szeroka grupe ponad 4 tysiecy zwigzkdw innowacyjnych oddziatujacych z
metabotropowymi receptorami monoaminergicznymi, gtdwnie typu 5-HT¢ i 5-HT; oraz
glutaminianergicznymi typu mGIuR,, z ktérych najaktywniejsze staty sie przedmiotem 5 krajowych i 5
miedzynarodowych zgtoszen patentowych, a takze publikacji naukowych. Czes¢ badan
przeprowadzonych w ramach niniejszego projektu stata sie przedmiotem prac stanowigcych

podstawe do ubiegania sie o stopien doktora habilitowanego.

Aktualnie mdj dorobek naukowy obejmuje 94 pozycje. Sktada sie na niego 32 publikacje naukowe, w
tym 29 petnotekstowych publikacji oryginalnych w angielskojezycznych, recenzowanych
czasopismach, posiadajgcych impact factor, 2 polskojezyczne, recenzowane publikacje przeglagdowe i
1 praca poglagdowa, 5 polskich i 5 miedzynarodowych zgtoszen patentowych, oraz 52 doniesienia
konferencyjne, w tym 17 opublikowanych w suplementach do czasopism posiadajgcych impact
factor. Sumaryczny wspétczynnik oddziatywania impact factor (IF) publikacji recenzowanych wynosi
80,517 co odpowiada punktacji MNiSW = 729. Catkowita liczba cytowan wynosi 252, w tym bez

autocytowan 225, a indeks Hirsha h=8.

Do chwili obecnej bratem/biore udziat tagcznie w 16 projektach naukowych, w tym 1 dofinansowanym
przez NCBIR oraz 1 finansowanym przez firme farmaceutyczng - jako kierownik projektu, 7 grantach
KBN/MNiSW/NCN jako wykonawca, 1 projekcie statutowym i 6 projektach wtasnych finansowanych

przez UJCM, jako kierownik projektu.



2. PREZENTACIJA OSIAGNIEC STANOWIACYCH PODSTAWE HABILITACII

OSIAGNIECIA WYNIKAJACE Z ART. 16, UST. 2 USTAWY Z DNIA 14 MARCA 2003 R. O STOPNIACH
NAUKOWYCH I TYTULE NAUKOWYM ORAZ O STOPNIACH | TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (DZ. U. NR
65, POZ. 595, Z POZN. ZM.)

Przedmiotem istotnego osiggniecia naukowego, bedacego podstawg ubiegania sie o stopien doktora
habilitowanego jest powigzany tematycznie cykl 7 publikacji zatytutowany: ,Nowe kierunki w
poszukiwaniu farmakoterapii behawioralnych i psychologicznych symptoméw demencji”.
Obejmuje on 5 oryginalnych artykutéw petnotekstowych, opublikowanych w anglojezycznych
czasopismach naukowych o zasiegu miedzynarodowym, posiadajagcych impact factor oraz 2
miedzynarodowe zgloszenia patentowe, opublikowane przez Swiatowa Organizacje Wiasnosci
Intelektualnej (WIPOQ). Zgodnie z analizg bibliometryczng, taczny wspdtczynnik impact factor cyklu
publikacji wynosi 20,33, a odpowiadajgca mu punktacja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
to 190 punktdw. We wszystkich pracach jestem pierwszym autorem oraz autorem

korespondencyjnym, a w zgtoszeniach patentowych gtéwnym twadrca.

2.1. WYKAZ PRAC STANOWIACYCH PODSTAWE HABILITACJI

H1 - Kotaczkowski, M.; Mierzejewski, P.; Bienkowski, P.; Wesotowska, A.; Newman-Tancredi, A.
“Antipsychotic, Antidepressant, and Cognitive-Impairment Properties of Antipsychotics: Rat Profile
and Implications for Behavioral and Psychological Symptoms of Dementia.” Naunyn Schmiedebergs

Arch. Pharmacol. 2014, 387, 545-557. IF50:3=2,360; KBN/MNiSW 25

H2 - Kotaczkowski, M.; Bucki, A.; Feder, M.; Pawtowski, M. “Ligand-Optimized Homology Models of
D1 and D2 Dopamine Receptors: Application for Virtual Screening.” J. Chem. Inf. Model. 2013, 53,
638—648. IF,013=4,068; KBN/MNiSW 40

H3 - Kolaczkowski M., Kowalski P., Jaskowska J., Marcinkowska M., Mitka K., Bucki A., Wesolowska
A., Pawlowski M., “Arylsulfonamides for the Treatment of CNS Diseases. W02012035123",
2013.01.03

H4 - Kotaczkowski, M.; Marcinkowska, M.; Bucki, A.; Pawtowski, M.; Mitka, K.; Jaskowska, J.;
Kowalski, P.; Kazek, G.; Siwek, A.; Wasik, A.; Wesotowska, A.; Mierzejewski, P.; Bienkowski, P. “Novel

Arylsulfonamide Derivatives with 5-HT6/5-HT7 Receptor Antagonism Targeting Behavioral and



Psychological Symptoms of Dementia.” J. Med. Chem. 2014, 57, 4543-4557. IF,:3=5,480;
KBN/MNiSW 45

H5 - Kotaczkowski, M.; Mierzejewski, P.; Bierkowski, P.; Wesotowska, A.; Newman-Tancredi, A.
“ADN-1184 a Monoaminergic Ligand with 5-HT6/7 Receptor Antagonist Activity: Pharmacological
Profile and Potential Therapeutic Utility.” British Journal of Pharmacology 2014, 171, 973-984.
IF5013=4,990; KBN/MNiSW 40

H6 - Kotaczkowski M, Marcinkowska M, Bucki A, Pawtowski M, Kazek G, Bednarski M, Wesotowska A.
“Indoleamine derivatives for the treatment of central nervous system diseases, W02013001499.”

2013.01.03

H7 - Kotaczkowski, M.; Marcinkowska, M.; Bucki, A.; Sniecikowska J; Pawtowski, M.; Kazek, G.;
Siwek, A.; Jastrzebska-Wiesek, M; Anna Partyka, A; Wasik, A.; Wesotowska, A.; Mierzejewski, P.;
Bienkowski, P. “Novel 5-HT6 Receptor Antagonists / D2 Receptor Partial Agonists Targeting
Behavioral and Psychological Symptoms of Dementia.” Eur. J. Med. Chem. 2015, 92, 221-235.
IF5013=3,432; KBN/MNiSW 40



2.2. PREZENTACJA WYNIKOW STANOWIACYCH PODSTAWE HABILITACII

2.2.1. Behawioralne i Psychologiczne Symptomy Demencji (BPSD) jako powainy,

niezaspokojony problem medyczny

Demencja (otepienie) jest zespotem stopniowego pogorszenia funkcji poznawczych, powigzanego z
zaburzeniami behawioralnymi i psychologicznymi oraz trudnosciami w codziennym funkcjonowaniu
(Hersch i Falzgraf, 2007). Najpowazniejszg kategorig czynnikdw uszkadzajgcych mozg w takim
stopniu, Zze pojawiajg sie objawy otepienia, sg choroby neurodegeneracyjne, prowadzgce do
postepujgcego zwyrodnienia tkanki nerwowej. Wedtug klasyfikacji ICD-10 mozna wyrdzni¢ miedzy
innymi otepienie w chorobie Alzheimera (ang. Dementia of the Alzheimer Type, DAT), a takzie
otepienie w chorobie Picka (skroniowo-czotowe), otepienie w chorobie Huntingtona, otepienie w
chorobie Parkinsona oraz bardzo do niego podobne otepienie z ciatkami Lewy'ego. Przyczyna
uszkodzenia mozgu prowadzacego do demencji mogg byé choroby infekcyjne, takie jak choroba
Creutzfeldta-Jacoba (zaliczana rownolegle do choréb neurodegeneracyjnych), zakazenie wirusem
HIV/AIDS czy neuroborelioza. Obok chordb neurodegeneracyjnych i zakaznych do powstania
objawéw demencji mogg prowadzi¢ rowniez choroby naczyniowe, takie jak udar mézgu, mogacy stac
sie przyczyng tzw. otepienia z ostrym poczatkiem lub otepienia wielozawatowego (po serii udarow).
U oséb w podesztym wieku najbardziej rozpowszechniong przyczyng demencji jest choroba
Alzheimera. Globalne rozpowszechnienie demencji szacuje sie na okoto 3.9% populacji w wieku
powyzej 60 roku zycia (Ferri et al., 2005), co oznacza, ze aktualnie na Swiecie zyje okoto 35,6
millionéw ludzi z réznymi formami demencji. W swietle przewidywanego wzrostu dtugosci zycia, ta
liczba podwoi sie do roku 2030, a potroi do 2050. Demencja stanowi wiec bardzo powazny i rosngcy

problem medyczny i spoteczny.

Oprocz osiowych zaburzen poznawczych, az 60% pacjentdw z demencjg doswiadcza takze tzw.
behawioralnych i psychologicznych symptomdéw demencji (ang. behavioral and psychological
symptoms of dementia — BPSD). Wyrdzni¢ tu mozna zaburzenia psychotyczne (urojenia i
halucynacje), depresje, apatie, odhamowanie seksualne, drazliwo$é, agresje stowng i fizyczng,
pobudzenie psychoruchowe i lek (Carson et al., 2006; Jeste et al., 2008). Na przyktad, od 40 do 60%
pacjentéw cierpigcych na demencje doswiadcza w pewnym stadium choroby znaczacych zaburzen
depresyjnych (Hersch i Falzgraf, 2007), a rozpowszechnienie objawdéw psychotycznych moze siegac
63% pacjentéw w przypadku urojen oraz 41% pacjentdw w przypadku halucynacji (Jeste et al., 2008).
BPSD mogg wystgpi¢ w kazdym stadium choroby, przy czym niektére objawy sg bardziej powszechne
w tagodnym otepieniu (depresja, apatia, lek, drazliwos¢), podczas gdy inne wystepujg czesciej w

bardziej zaawansowanych stadiach demencji (urojenia, halucynacje, odhamowanie) (Hersch i



Falzgraf, 2007). Wykazano wielokrotnie, ze to witasnie BPSD stanowig gtéwny ciezar zaréwno dla
samych chorych z otepieniem jak i ich opiekunéw, odczuwany nawet bardziej dotkliwie niz
podstawowe zaburzenia poznawcze. Wystepowanie BPSD wigze sie takze z gorszg prognozg postepu
choroby, szybszg utratg funkcji poznawczych oraz szczegdlnym uposledzeniem zycia codziennego.
Towarzyszgce demencji psychoza, pobudzenie, agresja i depresja sg wiodacymi predyktorami
instytucjonalizacji pacjenta i stanowig podstawowe cele w leczeniu BPSD z perspektywy klinicznej i

spotecznej (Amano et al., 2009; Gauthier et al., 2010; Hersch i Falzgraf, 2007).

Do potowy lat dziewiecdziesigtych XX wieku, lekami z wyboru w terapii BPSD byty leki
przeciwpsychotyczne pierwszej generacji (tzw. neuroleptyki typowe), szczegdlnie w przypadku
wystgpienia urojen i halucynacji. Wykazano, iz gtéwny przedstawiciel tej klasy lekéw, haloperidol, nie
ma wptywu na pobudzenie lub objawy behawioralne jako catos¢, to ogranicza agresje. Jednoczesnie,
metaanaliza badan klinicznych wykazata brak réznic pomiedzy antypsychotykami pierwszej generacji
w skutecznosci wobec BPSD (Sink et al., 2005). W pdzniejszych latach, neuroleptyki typowe zostaty
czeSciowo zastgpione w terapii BPSD lekami przeciwpscyhotycznymi drugiej generacji (tzw.
neuroleptykami atypowymi) (De Deyn et al.,, 2005), ktdre charakteryzujg sie nizszg tendencja do
wywotywania zaburzen pozapiramidowych (polekowe zaburzenia pseudoparkinsonowskie, ang.
extrapyramidal symptoms — EPS) oraz wyiszg skutecznoscig, w poréwnaniu z lekami pierwszej

generacji (Liperoti et al., 2008).

Jednakowoz, efektywnos¢ i bezpieczenstwo lekéw aktualnie stosowanych w terapii BPSD nie sg
satysfakcjonujgce (Nobili et al.,, 2009). Wykonany w ramach dziatalnosci organizacji Cochrane
(http://www.cochranelibrary.com/), przeglad 16 badan klinicznych z  uzyciem lekéw
przeciwpsychotycznych drugiej generacji w leczeniu BPSD ujawnit, ze risperidon i olanzapina byty
skuteczne w leczeniu agresji, a risperidon byt takze skuteczniejszy od placebo w terapii psychozy
zwigzanej z demencjg (Ballard i Waite, 2006). Oba leki wywotywaty jednak znaczgce dziatania
niepozgdane o charakterze zaburzen pozapiramidowych oraz incydentdw sercowo-naczyniowych.
Tymczasem aripiprazol nie wykazat przewag nad placebo w leczeniu urojen i halucynacji u pacjentéw
z psychozg towarzyszacg chorobie Alzheimera (De Deyn et al., 2005). Stosowanie lekow
przeciwpsychotycznych w terapii BPSD jest dodatkowo komplikowane przez fakt, ze leki te nasilajg
istniejgce zaburzenia poznawcze, co jest szczegdlnie niekorzystne w przypadku pacjentéw z demencjg

(Fasano et al., 2012; Jeste et al., 2008; Vigen et al., 2011).

W $wietle tych faktdw, od roku 2005 amerykariska Agencja ds. Lekdw i Zywnosci (US Food and Drug
Administration — FDA) Zada umieszczania specjalnych ostrzezen na ulotkach lekéw

przeciwpsychotycznych drugiej generacji. Ostrzezenia te (tzw. ,boxed warnings”) sg zwigzane z



wystepowaniem powaznych dziatan niepozadanych i zwiekszonym ryzykiem $mierci, w przypadku
stosowania atypowych neuroleptykéw u chorych z demencjg (U.S. Food and Drug Administration,
2005). Od roku 2008, wymog podobnych ostrzezen zastosowano rowniez w przypadku lekow

przeciwpsychotycznych pierwszej generacji (U.S. Food and Drug Administration, 2008).

Pomimo tego, leki przeciwpsychotyczne nie przestajg by¢ szeroko stosowane u pacjentdow z BPSD
(Schneider et al., 2006b; Schulze et al., 2013b), bez watpienia gtéwnie dlatego, ze nie ma dla nich
zadnej korzystniejszej alternatywy (Schulze et al., 2013a). Aktualnie brak jest lekdw dopuszczonych
do terapii psychoz zwigzanych z demencjg, jak réwniez nie ma lekdw przeciwdepresyjnych,
przeciwlekowych, czy anty-agresywnych opracowanych specjalnie w celu zaspokojenia potrzeb
terapeutycznych osdb starszych. Nalezy przy tym zauwazy¢, ze mimo takiego stanu rzeczy i ogromne;j
potrzeby medycznej, BPSD pozostajg poza gtéwnym nurtem badan wiodgcych firm farmaceutycznych
oraz laboratoriéw akademickich. Tak dtugo jak demencji nie uda sie skutecznie zapobiega¢ albo
leczy¢ jej przyczynowo (przerywac, czy odwraca¢ postep choroby), kluczowym jest opracowanie
optymalnej terapii objawowe]. Zaspokojenie zapotrzebowania medycznego na efektywng i
bezpieczng farmakoterapie BPSD, wymaga opracowania strategii poszukiwania nowych lekéw,
pozwalajgcych na ocene nowych substancji chemicznych w modelach stosownych do leczonego
zaburzenia. W szczegdlnosci, nowe leki powinny tagodzi¢ objawy psychotyczne i/lub depresyjne,
rownoczesnie nie interferujgc negatywnie z funkcjami poznawczymi i motorycznymi (Fasano et al.,

2012; Jeste et al., 2008).



2.2.2. Strategia poszukiwania nowych kandydatéow na leki przeciw BPSD na poziomie

przedklinicznym

Jak wczesniej wspomniano, BPSD znajdujg sie poza gtéwnym nurtem badawczym zaréwno wiodgcych
firm farmaceutycznych, jak i laboratoriéw akademickich, a skala problemu i konieczno$¢ jego pilnego
rozwigzania zaczeta przebijac sie do szerszej Swiadomosci stosunkowo niedawno. W zwigzku z tym, w
przeciwienstwie do takich schorzen jak schizofrenia czy depresja, brak jest ,tradycji” w poszukiwaniu
lekow przeciw BPSD, oraz ustalonych kanondw postepowania na etapie badan przedklinicznych.
Wczesne badania farmakologiczne, specyficznie ukierunkowane na BPSD, sg szczegdlnie utrudnione
przez brak modeli zwierzecych, specyficznych dla tego schorzenia. Wobec powyzszego,
charakterystyka farmakologiczna nowych kandydatéw na leki, musi aktualnie opiera¢ sie na
odpowiednio dobranej palecie znanych testéw, odpowiednich dla poszczegdlnych objawéw z grupy
BPSD. Tymczasem, pordwnawcze, przedkliniczne dane farmakologiczne sg zaskakujgco ubogie i
fragmentaryczne, a badania obejmujgce réwnolegle aktywnosc kilku lekéw przeciwpsychotycznych w
zwierzecych modelach psychozy, depresji i zaburzen funkcji poznawczych - niezmiernie rzadkie.
Zidentyfikowano zatem potrzebe wyboru stosownej baterii testéw, sposrod modeli zwierzecych,
powszechnie uzywanych jako procedury skriningowe w poszukiwaniu nowych lekéw
psychotropowych, oraz wykonania z ich uzyciem charakterystyki grupy klinicznie stosowanych lekéw
przeciwpsychotycznych, jako bazy i punktu odniesienia dla prac nad zwigzkami innowacyjnymi —

kandydatami na leki przeciw BPSD. Badania te zostaty przedstawione w pracy H1.

Brak wyraznej separacji pomiedzy dawkami wywotujgcymi aktywnos$¢ przeciwpsychotyczng i
przeciwdepresyjng, a tymi prowadzgcymi do zaburzen funkcji poznawczych i motorycznych, moze
limitowaé¢ mozliwosé stosowania lekow przeciwpsychotycznych w terapii BPSD (Ballard et al., 2009;
Jeste et al., 2008; Potenza i McDougle, 1998). W zwigzku z tym, gtéwnym celem niniejszej pracy (H1)
byto okreslenie zaleznosci miedzy dawkami wywotujgcymi aktywnos¢é przeciwpsychotyczng,
przeciwdepresyjng, amnestyczng i uposledzajagcg ruchowo, dla szerokiej grupy lekow

przeciwpsychotycznych.

Poréwnano dwa neuroleptyki pierwszej generacji (haloperidol i chlorpromazyne) z aktualnie,
powszechnie stosowanymi neuroleptykami drugiej generacji (klozaping, olanzaping, risperidonem i
aripiprazolem) oraz z lurasidonem i asenaping, ktdre zostaty ostatnio wprowadzone do terapii

(Ishibashi et al., 2010; Schatzberg i Nemeroff, 2009).

Jako miary aktywnosci przeciwpsychotycznej, uzyto testu odwracania hiperlokomocji wywotanej
podaniem dizocilpiny (MK-801) — niekompetytywnego antagonisty receptoréw NMDA. Test ten zostat

wybrany z uwagi na role receptoréw NMDA w réznych formach demencji (Olivares et al., 2012) oraz
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fakt, ze gestos¢ receptorow NMDA w korze czotowej pacjentéw z choroba Alzheimera jest obnizona,
co stwierdzono analizujgc prébki moézgow post mortem (Scheuer et al., 1996). Sugeruje to, ze
dysfunkcja receptoréw NMDA moze leze¢ u podfoza niektérych aspektéw choroby, takich jak

podatnos¢ na wystepowanie objawdw psychotycznych.

Zgodnie z oczekiwaniami, biorgc pod uwage aktywnos¢ kliniczng, wiekszos¢ lekow
przeciwpsychotycznych odwracata hiperlokomocje wywotang MK-801. Sposrdéd nowszych lekdw,
lurasidon i asenapina, ale nie aripiprazol, wykazaty znaczgcg aktywnos¢ w tym tescie. Jest to zgodne z
niskg aktywnos$cig aripiprazolu, czesciowego agonisty receptoréw D,, w kontrolowaniu zaburzen
psychotycznych u pacjentdow z chorobg Alzheimera (De Deyn et al., 2005; Schneider et al., 2006a) i
podkresla istotng role testu odwracania hiperlokomocji wywotanej MK-801, jako kryterium selekcji

nowych kandydatéw na leki przeciw psychozie w demencji (H1).

W tescie katalepsji, badane leki, z wyjatkiem klozapiny, aripiprazolu i lurasidonu, wywotywaty dawko-
zalezny efekt, korelujacy z ich podatnoscia do indukowania zaburzen pozapiramidowych w
warunkach klinicznych. Wszystkie badane leki hamowaty rdwniez spontaniczng aktywnosc
lokomotoryczng, w dawkach zblizonych do aktywnych w tescie na aktywnosé przeciwpsychotyczng,
odzwierciedlajgc ich wiasciwosci sedatywne. Te aspekty aktywnosci farmakologicznej mogg miec
szczegblne znaczenie w kontekscie poszukiwania lekow przeciw BPSD, poniewaz starsi pacjenci z
demencjg czesto cierpig na zaburzenia koordynacji motorycznej i inne zaburzenia sfery ruchowe;j
(Fasano et al., 2012). Pozagdanym zatem bytoby, aby nowi kandydaci na leki przeciw BPSD byli

pozbawieni tego typu niepozgdanych aktywnosci.

Zaburzenia nastroju i objawy depresyjne sg bardzo czeste u pacjentdw z demencjg, szczegdlnie na jej
wczesnym etapie (Hersch i Falzgraf, 2007). Dane kliniczne wskazujg, ze samo hamowanie wychwytu
zwrotnego monoamin przez leki z grupy selektywnych inhibitorow wychwytu serotoniny (ang.
selective serotonin reuptake inhibitors, SSRI), selektywnych inhibitoréw wychwytu serotoniny i
noradrenaliny (ang. selective serotonin and norepinephrine inhibitors, SNRI), czy tréjcykliczne leki
przeciwdepresyjne (TLPD), nie zapewnia optymalnej terapii przeciwdepresyjnej dla wielu pacjentéw.
W istocie, aktualnie stosowane leki przeciwdepresyjne wywotujg szerokie nasilenie transmisji
monoaminergicznej, ktére oddziatuje na wszystkie receptory serotoninowe i noradrenergiczne,
wiaczajac w to te, ktérych aktywacja moze limitowac odpowiedz przeciwdepresyjna, np. receptory 5-
HTs i 5-HT,. Tak wiec, efektywno$¢ wspomagajgcej terapii przeciwdepresyjnej z uzyciem lekéw
przeciwpsychotycznych, moze wynika¢ z wywotywanej przez nie blokady celdw biologicznych
hamujgcych dziatanie przeciwdepresyjne (Carr et al., 2011). Zdolno$¢ lekéw przeciwpsychotycznych

do tagodzenia objawdw depresyjnych jest coraz czesciej zauwazana, czego odzwierciedleniem jest
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stosowanie olanzapiny, risperidonu i aripiprazolu do leczenia depresji lekoopornej lub choroby
afektywnej-dwubiegunowej, w potgczeniu z lekami przeciwdepresyjnymi (Komossa et al., 2010) lub,

jak w przypadku kwetiapiny, w monoterapii (Weisler et al., 2012).

Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy badania (H1) pokazujg, ze leki przeciwpsychotyczne
uzywane w terapii BPSD charakteryzujg sie zrdznicowang aktywnosciag w tescie wymuszonego
ptywania wg. Porsolt’a (ang. forced swimming test — FST), klasycznym modelu do wykrywania
potencjalnej aktywnosci przeciwdepresyjnej. W wiekszosci przypadkéw, badane leki wykazywaty
aktywnos¢ tylko w jednej dawce. Jest to prawdopodobnie odzwierciedleniem ich
wieloreceptorowego profilu dziatania, skutkujgcego interferencjg rdoznych celéw biologicznych w
wywotywaniu efektu przeciwdepresyjnego w szerszym zakresie dawek. Olanzapina i lurasidon byty
aktywne w dawkach 3-krotnie nizszych od tych aktywnych w tescie z MK-801,podczas gdy risperidon
wykazat aktywnos$¢ w tej samej dawce, ktdra byta najnizszg efektywna przeciwpsychotycznie. Wartg
zauwazenia jest aktywnosc klasycznego neuroleptyku, haloperidolu, w bardzo niskich dawkach, okoto
10-30-krotnie nizszych niz przeciwpsychotyczne, co jest prawdopodobnie skutkiem blokady
presynaptycznych receptoréw D, i wynikajgcym z niej nasileniem transmisji dopaminergicznej w

uktadzie limbicznym (Lucas i Spampinato, 2000).

Jedynym lekiem, ktdory wykazat znamienng aktywnosé przeciwdepresyjng w wiecej niz jednej dawce,
byta klozapina. Warto tu podkresli¢, ze klozapina jest jednym z lekéw przeciwpsychotycznych o
najwyzszej efektywnosci w redukcji tendencji samobdjczych, parametru s$cisle powigzanego z
zaburzeniami nastroju (Meltzer, 2012). Klozapina byfa réwniez jedynym lekiem, ktéry wykazat
aktywnos¢ przeciwdepresyjng w tescie zawieszenia za ogon u myszy (ang. tail suspension test — TST),
wykonanym w ramach naszego wczesniejszego badania poréwnawczego neuroleptykow (Wykaz
publikacji — praca D15. Wynika z tego, ze efekty przeciwdepresyjne klozapiny sg mierzalne w
modelach farmakologicznych i aktywnos$¢ taka powinna by¢ brana pod uwage jako istotne kryterium

w selekcji nowych kandydatéw na leki, na wczesnym etapie rozwoju.

Badane neuroleptyki redukowaty czas bezruchu u szczuréw o okoto 10-15%, co jest wartoscig
relatywnie niskg. Jednakze imipramina, klasyczny lek przeciwdepresyjny testowany w tych samych
warunkach, skracata bezruch o okofo 25%, co moze Swiadczyé z jednej strony o istotnosci efektu

lekéw przeciwpsychotycznych, a z drugiej strony wskazywac obszar do poprawy skutecznosci.

Zwazywszy, ze zaburzenia poznawcze sg gtdwng cechg charakterystyczng demencji (Hersch i Falzgraf,
2007), kluczowa jest mozliwos¢ unikniecia leczenia BPSD z uzyciem lekéow, ktore wywotujg lub

nasilajg uposledzenie funkcji poznawczych.
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W niniejszej pracy (H1) uzyliSmy testu biernego unikania (ang. passive avoidance test — PA),
klasycznego testu na pamieé, aby poréwnaé¢ w nim aktywnos$é stosowanych klinicznie lekow
przeciwpsychotycznych. Test biernego unikania jest oparty na nabywaniu, przechowywaniu i
utrzymaniu awersyjnego warunkowania Pawtowowskiego, angazujgcego procesy pamieci krotko- i
dtugotrwatej. Ponadto, reakcja biernego unikania powigzana jest z uwagg, percepcjg (bodzcow
bolowych i rozréznieniem wizualnym kompartmentdw aparatu) oraz integracjg sensomotoryczng, co
angazuje rézne ukfady neuroprzekaznikowe (Myhrer, 2003). Tak wiec, nabywanie reakcji biernego
unikania jest procesem ztozonym, a uzyskanie na wczesnym etapie informacji czy zwigzek uposledza

ten proces, stanowi istotng wartosé w selekcji nowych kandydatéw na leki przeciw BPSD.

Badane leki przeciwpsychotyczne (H1) w wiekszosci wywotywaty zaburzenia w tescie biernego
unikania, rdéznigc sie przy tym profilem dziatania. Risperidon wywotywat zaburzenia, jednakze w
dawkach 10-krotnie wyzszych niz te, wymagane do osiggniecia dziatania przeciwpsychotycznego.
Sugeruje to, iz lek ten moze wywotywac aktywnosé terapeutyczng bez zaburzania pamieci, chociaz
jego tendencja do wywotywania katalepsji i sedacji pozostaje suboptymalna. Inne neuroleptyki, takie
jak klozapina, olanzapina, lurasidon i asenapina, wykazywaty niewielkg lub nieistniejgcg separacje
pomiedzy efektami przeciwpsychotycznymi i amnestycznymi. Warto zauwazy¢, ze rowniez nowy lek
przeciwpsychotyczny lurasidon wywotywat zaburzenia w tescie biernego unikania w dawkach
zblizonych do aktywnych przeciwpsychotycznie. Jest to o tyle ciekawe, ze istniejg doniesienia o jego
tagodnym wptywie na funkcje poznawcze, w testach labiryntu wieloramiennego, labiryntu wodnego
Morris’a oraz wtasnie biernego unikania (Enomoto et al., 2008; Ishiyama et al., 2007). Co wiecej,
pokazano, ze lurasidon ma wrecz zdolno$¢ do odwracania deficytéw poznawczych, wywotanych
podaniem MK-801 w niskich dawkach (Ishiyama et al., 2007), sugerujac separacje dawek pomiedzy
efektami prokognitywnymi i przeciwpsychotycznymi. Interesujgce zatem bytoby powtdérzenie tych
eksperymentdw réwniez w innych laboratoriach oraz sprawdzenie uzytecznosci lurasidonu w terapii
pacjentéw z demencjg. W odrdznieniu od pozostatych lekéw, aripiprazol nie wywotywat zaburzen
pamieci w tescie biernego unikania, co mozna uznac za generalnie zgodne z jego korzystnym profilem
bezpieczenstwa. Uwaza sie, ze wiasciwosci czesciowo agonistyczne aripiprazolu wobec receptoréw
dopaminowych D, i serotoninowych 5-HT,,, odpowiadajg za jego ,stabilizujgcy” wptyw na
przekaznictwo nerwowe i mogg leze¢ u podtoza braku wywotywania zaburzen biernego unikania
(Tamminga i Carlsson, 2002). Niemniej jednak, niepetna blokada receptorow D, przez aripiprazol
(wynikajgca z profilu czesciowo agonistycznego), moze by¢ takie odpowiedzialna za jego, opisang
wczesniej, nizszg skutecznos$é w ograniczaniu standw psychotycznych i pobudzenia psychoruchowego
(odzwierciedlong nizszg zdolnoscia do odwracania hiperlokomocji wywotanej MK-801) oraz brak

aktywnosci przeciwpsychotycznej u pacjentéw z chorobg Alzheimera (De Deyn et al., 2005).
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Podsumowujac, zbadane leki przeciwpsychotyczne (H1) oferujg ograniczong separacje pomiedzy
efektami terapeutycznymi, w szczegdlnosci przeciwpsychotycznymi, a wywotywaniem zaburzen
poznawczych i motorycznych. Ten suboptymalny profil aktywnosci farmakologicznej w modelach
zwierzecych jest zgodny z charakterystyka ich aktywnosci klinicznej, ktdra jest nieodpowiednia do
terapii BPSD. Wykazano takze, ze stosujgc odpowiednig kombinacje stosunkowo prostych modeli
zwierzecych, mozna wykry¢ wiasciwosci farmakologiczne, przektadajgce sie na sytuacje kliniczna.
Wobec powyzszego, mozna stwierdzié, ze otrzymanie substancji, ktdra odwracataby hiperlokomocje
wywotang dizocilping (MK-801), redukowata bezruch w tescie Porsolta, réwnoczesnie nie zaburzajac
biernego unikania oraz nie wywotujgc katalepsji i sedacji, bytoby istotnym postepem w zakresie
identyfikacji nowych kandydatéw na leki w BPSD. Zwigzki wykazujgce odpowiedni profil w tak
dobranej palecie wstepnych testéw, mogtyby by¢ nastepnie poddane poszerzonej charakterystyce
farmakologicznej z uzyciem bardziej zaawansowanych modeli, mozliwie zblizajgcych uktad
eksperymentalny do warunkéw klinicznych. Opracowanie takich modeli pozostaje jednakowoz ciggle

sporym wyzwaniem dla wspédfczesnej nauki.
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2.2.3. Nowe kierunki w modelowaniu receptorow monoaminergicznych, jako celéw

biologicznych dla nowych lekéw

Oprdcz odpowiednich strategii badawczych i modeli stuzgcych selekcji wtasciwych kandydatéw na
leki, konieczne sg rowniez skuteczne metody projektowania nowych czgsteczek chemicznych (ang.
new chemical entities — NCE), pozwalajgce na otrzymanie zwigzkdw o pozgdanym profilu
farmakologicznym. W projektowaniu nowych substancji biologicznie aktywnych, bardzo istotna jest
wiedza o strukturze celu biologicznego, z ktérym oddziatywaé ma projektowana czgsteczka. Jako ze
przedmiotem poszukiwan nowych kandydatéw na leki przeciw BPSD staty sie wielofunkcyjne ligandy
receptorow monoaminergicznych, do ich skutecznego projektowania potrzebne byty dobre modele
tychze receptoréw. Nowe odkrycia w zakresie ustalania struktury przestrzennej receptoréw
monoaminergicznych, poszerzajgce palete matryc do modelowania homologicznego (Jacobson i
Costanzi, 2012; Katritch et al., 2012) oraz nowe rozwigzania w obszarze oprogramowania (Andrews
et al., 2014; Beuming i Sherman, 2012; Shoichet i Kobilka, 2012), pozwolity na opracowanie nowego
podejscia do modelowania homologicznego bftonowych receptoréw metabotropowych oraz
odpowiedniego ich przygotowania do analizy sposobu wigzania ligandéw oraz selekcji zwigzkéw
bioaktywnych (tzw. skrinigu wirtualnego). Mimo znacznego postepu w zakresie eksperymentalnego
rozwigzywania struktury przestrzennej btonowych receptorow metabotropowych, struktura
wiekszosci z nich, w tym wielu terapeutycznie istotnych receptoréw monoaminergicznych, pozostaje
nieznana. Ponadto, nawet w przypadku dostepnosci struktury krystalicznej danego receptora, takie
zagadnienia, jak swoboda konformacyjna biatka, optymalizacja geometrii miejsca wigzgcego czy

otrzymanie modelu odpowiedniego dla procedury wirtualnego skriningu, nadal pozostajg aktualne.

W ramach wczesniejszych badan, bedacych przedmiotem mojej pracy doktorskiej, opisana zostata
metoda optymalizacji modeli homologicznych receptoréw 5-HT;, i 5-HT;, oparta o oddziatywania z
ligandami aktywnymi. Moze by¢ ona okreslana mianem “odwrdconego wirtualnego skriningu”, gdyz
opiera sie na selekcji wtasciwego modelu receptora, w wyniku dokowania aktywnych, mozliwie
konformacyjnie usztywnionych ligandéw, do szerokiego zestawu konformacji modelu receptora,
utworzonego na wstepnym etapie modelowania (Wykaz publikacji — prace D8 i D9). Zaletg tego
podejscia byto uwzglednienie pewnego stopnia swobody konformacyjnej receptora w procesie
automatycznego dokowania oraz uzycie informacji ptynacej ze struktury liganda, na etapie selekcji
optymalnej konformacji kieszeni wigzacej. Jednakowoz, pewng wadg tej metody byt brak
uwzglednienia kontekstu liganda na etapie tworzenia modelu, zastgpiony przez losowg generacje
poczatkowego zestawu konformacji, ktére byty nastepnie wybierane w procedurze dokowania. To z
kolei stwarzato konieczno$¢ przeszukania bardzo szerokiego zestawu konformacji receptora,

skutkujgc niejednokrotnie modyfikacjami pozostajgcymi bez zwigzku z optymalizacjag miejsca
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wigzgcego. Z drugiej strony, z natury ograniczona liczba konformacji, ktéra mogta by¢ uzyta do
selekcji na podstawie oddziatywania z ligandami, nie gwarantowata petnego pokrycia

konformacyjnego najistotniejszych regiondw receptora.

Metoda Induced-Fit Docking (IFD), opracowana przez firme Schrédinger, tgczy fleksyjne dokowanie
liganda z przewidywaniem struktury receptora i optymalizacjg potozenia faricuchéw bocznych
miejsca wigzacego. Obejmuje ona naprzemienne dokowanie automatyczne ligandéw do wstepnie
wygenerowanych modeli receptoréw, z wykorzystaniem wielokrokowego algorytmu programu Glide,
oraz optymalizacje otrzymanych komplekséw ligand-receptor z uzyciem programu Prime, ktéry
umozliwia indukowang ligandem ,relaksacje” receptora (Sherman et al., 2006a, 2006b). Procedura ta
moze by¢ traktowane jako metoda optymalizacji modeli biatek, w oparciu o strukture ich ligandéw i
wydaje sie byé bardzo uzyteczna w modelowaniu homologicznym receptoréw monoaminergicznych

(Phatak et al., 2010).

W pracy H2 opisano nowg metode modelowania receptoréw monoaminergicznych, opierajgca sie na
optymalizacji miejsca wigzgcego, poprzez jego dopasowywanie do ligandéw bioaktywnych, na etapie
tworzenia modelu, z wykorzystaniem metody IFD. Moje badania zostaty przeprowadzone na
przyktadzie, istotnego z punktu widzenia poszukiwania nowych zwigzkéw o aktywnosci
przeciwpsychotycznej, receptora dopaminowego typu D,. RAwnolegle, metoda ta zostata
przetestowana na pokrewnym receptorze dopaminowym typu D; (badania te wykonat w ramach

swojej pracy doktorskiej dr Adam Bucki).

Za istotne uznano udzielenie odpowiedzi na nastepujace pytania: (1) Czy optymalizacja kieszeni
wigzacej z uzyciem metody IFD jest odpowiednia dla modelowania receptoréw
monoaminergicznych? (2) Jaka jest jej skuteczno$¢ w porédwnaniu ze stosowanym wczesniej
,odwrotnym wirtualnym skriningiem” zestawu konformacji? (3) Jaki jest wptyw wyboru okreslonej
matrycy dla modelowania homologicznego tych receptoréw, na wyniki wirtualnego skriningu? (4) Jaki
jest wptyw wyboru liganda narzedziowego do procedury IFD na jako$¢ modelu? | wreszcie, (5) jak
najbardziej efektywnie dokona¢ wyboru najlepszego receptora do wirtualnego skriningu duzej bazy

zwigzkoéw?

Zwazywszy, ze globalne sfatdowanie oraz uksztattowanie przestrzenne struktury drugorzedowe;j jest
bardzo podobne pomiedzy btonowymi receptorami metabotropowymi, przyjeto zatozenie, ze
klasyczne modelowanie homologiczne pozwoli na uzyskanie sensownego ,rusztowania” (modelu
wstepnego), oddajgcego ogdlng strukture przestrzenng nowo modelowanych receptoréow. Z drugiej
strony, szczegétowe utozenie tancuchéw bocznych aminokwaséw w miejscu wigzgcym moze sie

znaczaco rézni¢c  pomiedzy poszczegdlnymi  receptorami, w zwigzku z czym jakosc
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nieoptymalizowanych modeli homologicznych w tym zakresie jest niewystarczajaca, szczegdlnie pod
katem uzycia w wirtualnym screeningu. Nawigzujgc do uzytego przez Paula Ehrlicha poréwnania
kompleksu enzym-substrat do klucza w zamku, zastosowang procedure optymalizacji modeli

receptorow mozna by poréwnaé do rekonstrukcji zamka w oparciu o strukture klucza.

Natozenie sekwencji aminokwasowych do budowy wstepnego modelu homologicznego receptora
dopaminowego D, wykonane zostato z uzyciem metaserwera Genesilico (Kurowski i Bujnicki, 2003),
dajgcego dostep do grupy algorytmow naktadajgcych, miedzy innymi algorytmu hhsearch,
poréownujgcego profile peptydowe w celu przewidywania struktury trzeciorzedowej (Soding, 2005).
Jako najkorzystniejsze matryce do modelowania homologicznego, algorytm ten wskazat struktury
krystaliczne receptora adrenergicznego beta2 (Cherezov et al., 2007) oraz dopaminowego D3 (Chien
et al.,, 2010). Wstepny model homologiczny zostat przygotowany z uzyciem serwera SwissModel
(Kiefer et al.,, 2009), natomiast sterowana ligandem optymalizacja miejsca wigzgcego, zostata
przeprowadzona opisang wczes$niej metoda IFD, dostepng w ramach pakietu Schrodinger Suite. Jako
ligandy narzedziowe do optymalizacji miejsca wigzgcego, uzyta zostata grupa zwigzkow
bioaktywnych, charakteryzujgcych sie wysokim powinowactwem do receptora D, (pKi = 7.1-10.6).
Proces optymalizacji miejsca wigzgcego przebiega etapowo. Najpierw ligand jest wstepnie dokowany
do miejsca wigzgcego przez program Glide, co obejmuje przyblizone umiejscowienie liganda w
miejscu wigzacym i ocene jakosci wstepnego kompleksu ligand receptor. Nastepnie najkorzystniejsze
kompleksy sg optymalizowane, poprzez préobkowanie katéw torsyjnych metoda Monte Carlo. Wtedy
struktura miejsca wigzgcego jest dopasowywana przez program Prime do umieszczonego w nim
bioaktywnego liganda, co pozwala na przeniesienie na receptor informacji o miejscu wigzgcym,
zakodowanej w strukturze liganda. Wreszcie, funkcja oceniajgca kompleksy ligand-receptor —
GlideScore, szereguje koncowe kompleksy (Friesner et al., 2006, 2004). Podczas optymalizacji
metody, wprowadzono modyfikacje oryginalnej procedury IFD, poprzez dodanie kolejnego cyklu
optymalizacji struktury receptora oraz zastosowanie dokowania liganda z wyzszg doktadnoscig (Glide
XP — extra precision). Dzieki temu otrzymano modele pozwalajgce na uzyskanie lepszych wartosci
funkcji oceniajacej GlideScore. Dla poréwnania, zbudowano takze modele referencyjne, z uzyciem
opisanej wczesniej metodyki ,odwrotnego wirtualnego skriningu”. W celu weryfikacji i poréwnania
jakosci otrzymanych modeli, oraz wyboru tych najlepiej rozrdézniajgcych zwigzki aktywne i
nieaktywne, przeprowadzono serie eksperymentéw probnego wirtualnego skriningu. W testach tych
wykorzystano 4 bazy ligandéw, o rdéznej wielkosci i sposobie przygotowania, aby sprawdzi¢ ich
uzyteczno$¢ w selekcji modeli do wtasciwej procedury, wielkoskalowego wirtualnego skriningu.
Najwazniejszg rdznicg miedzy tymi bazami byt sktad ligandéw o zaktadanym braku aktywnosci (tzw.

wabikdéw, ang. decoys), ktére miaty istotny wptyw na mozliwos¢ odrdzniania przez model ligandéw
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aktywnych. W opisie wynikow wirtualnego skrinigu postuzono sie dwoma uznanymi parametrami.
Pierwszym z nich byt wspdétczynnik wzbogacenia (ang. enrichment factor — EF), ktory jest miarg
przyrostu liczby odnalezionych zwigzkéw aktywnych w danym segmencie bazy, uszeregowane] po
wartosci funkcji oceniajacej, w stosunku do rozktadu losowego. Najczesciej stosuje sie wspdtczynnik
wzbogacenia poczgtkowego przedziatu bazy, np. EF1%. Drugim byt parametr BEDROC (ang.
Boltzmann-Enhanced Discrimination of Receiver-Operating Characteristic), zwany “skalg przydatnosci
wirtualnego skriningu” i podobnie jak EF, ocenia poprawe uszeregowania zwigzkéow po
przewidywanej aktywnosci, w stosunku do rozktadu losowego, przypisujac wyzszg range wynikom

uzyskanym w poczgtkowych przedziatach bazy.

Przeprowadzone badania (H2) pozwolity na udzielenie odpowiedzi na postawione wczesniej pytania.
W szczegdlnosci, zastosowanie nowej metodologii pozwolito na uzyskanie modeli receptora D,, ktore
spojnie i konsekwentnie odtwarzaty sposdb wigzania liganda oraz wykazaty skutecznos¢ w
eksperymentach wirtualnego skriningu, co znalazto odzwierciedlenie w wysokich wartosciach
parametréow BEDROC (0,3-0,4) i EF1% (18-20). Podkreslenia wymaga fakt, ze wyniki te zostaty
uzyskane przy uzyciu bazy testowej, zawierajgcej ,wabiki” przefiltrowane z uzyciem modelu
farmakoforowego dla ligandéw monoaminergicznych, co czynito ten eksperyment wyjatkowo
trudnym, z uwagi na podobienstwo strukturalne rozréznianych zwigzkéw. Wyniki uzyskane z uzyciem
publicznie dostepnej, nie filtrowanej farmakoforowo, a wiec bardziej strukturalnie zréznicowanej,
bazy udostepniane] przez firme Schrodinger, byty jeszcze korzystniejsze (BEDROC > 0,5; EF1% > 30).
Podobne wyniki uzyskano dla czesto stosowanego ostatnio typu bazy, zawierajgcej wabiki o niskim
podobienstwie strukturalnym, ale zblizonych wtasciwosciach fizykochemicznych do zawartych w
bazie zwigzkéow aktywnych (tzw. property-matched decoys). Stanowi to dodatkowe potwierdzenie

jakosci nowych modeli (H2).

Modele referencyjne, otrzymane z uzyciem metody ,,odwrotnego wirtualnego screeningu”, wypadty
w tych samych testach znaczaco stabiej, na co wskazujg nizsze wartosci zaréwno wspétczynnika
BEDROC (0,2-0,3) jak i EF1% (10-11). Swiadczy to o przewadze nowego podejscia, co zwigzane jest
najprawdopodobniej z korzystnym wptywem liganda, juz na etapie budowy modelu, czego brak jest
w poprzedniej metodyce. Nowe podejscie pozwala skupi¢ sie na zmianach konformacyjnych jedynie
w istotnych obszarach receptora, szczegdlnie w miejscu wigzgcym i promuje gtdwnie te korzystne dla

wigzania liganda, pomijajac nieistotne.

Modele zbudowane na matrycy receptora B, i D; wypadty w eksperymentach wirtualnego skriningu
bardzo podobnie, z nieznaczng przewagg dla modeli opartych na strukturze krystalicznej receptora

beta2 (BEDROC 0,383 vs 0,369 i EF1% 18 vs 16). Rezultaty te mogg sie wydawac nieco zaskakujace,
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biorgc pod uwage znaczgco wyzszg homologie sekwencyjng pomiedzy receptorem D, i D3 niz B,, ale
pokazujg jednoczesdnie, ze w przypadku tak strukturalnie i funkcjonalnie zblizonych biatek, wybér
matrycy o formalnie wyzszej homologii sekwencyjnej, nie ma pierwszorzednego znaczenia dla jakosci

uzyskanych modeli, a istotniejszy jest raczej proces ich optymalizacji.

Kluczowym aspektem optymalizacji miejsca wigzgcego metodg IFD jest uzycie tzw. liganda
narzedziowego. Otrzymane rezultaty wskazujg, ze wybdr odpowiednich ligandéw narzedziowych, ma
kluczowe znaczenie dla jakosci otrzymanych modeli, szczegdlnie w zakresie efektywnosci modelu w
wirtualnym skriningu. Nalezy podkreslié, ze jako$é uzyskanych parametréow wirtualnego skriningu
zalezata w duzo wiekszym stopniu od liganda narzedziowego uzytego w procedurze IFD, niz od
matrycy zastosowanej do otrzymania wstepnego modelu homologicznego, czy nawet od ogdlnej
metodologii optymalizacji modelu. Wskazujg na to znaczgco wieksze réznice w parametrach BEDROC
i EF1%, pomiedzy modelami otrzymanymi z uzyciem réznych liganddw narzedziowych, w obrebie tej
samej matrycy lub metodologii (np. 0,383; 18 vs 0,139; 4,7), niz pomiedzy najlepszymi modelami
receptorow uzyskanymi na réznych matrycach (np. 0,383; 18 vs 0,369; 16) lub z uzyciem réznych
metod optymalizacji (np. 0,383; 18 vs 0,315; 11). Warto podkresli¢, ze pomimo kluczowego wptywu
liganda narzedziowego na strukture optymalizowanego miejsca wigzgcego, otrzymane modele
wydajg sie nie faworyzowac jedynie zwigzkdow do niego podobnych. Pozycjonowanie badanych
zwigzkdéw, wynikajgce z dokowania do modelu receptora, nie koreluje bowiem z wartosciami
wspofczynnika Tanimoto, okreslajgcymi ich podobienstwo do liganda narzedziowego, co swiadczy o

obiektywnosci uzyskanych modeli.

Brak uniwersalnej recepty na wybdr optymalnego liganda narzedziowego, wymusza uzywanie
licznych i zréznicowanych strukturalnie zwigzkéw do optymalizacji miejsca wigzgcego, w celu
zwiekszenia prawdopodobieistwa uzyskania efektywnych modeli receptoréw. To z kolei wymaga
efektywnej metody selekcji modeli. W ramach niniejszej pracy (H2) dokonano pordwnania
efektywnosci trzech mniejszych baz zwigzkdw w wyborze najlepszego modelu do wirtualnego
skriningu duzej bazy. Wykazano, ze odpowiednio przygotowana mniejsza baza zwigzkdw, o strukturze
podobnej do docelowej, ,duzej” bazy (np. wylosowana z niej), moze by¢ efektywna w identyfikacji
najkorzystniejszych modeli dla witasciwego wirtualnego skriningu, znaczgco redukujac czas

obliczeniowy.

Metodyka przedstawiona w niniejszej pracy (H2) oraz wnioski z niej ptynace, zostaty zastosowane do
otrzymania modeli innych receptordw, istotnych z punktu widzenia prowadzonych badan, miedzy
innymi serotoninowych typu 5-HTg, 5-HT,a, czy muskarynowego typu M. Receptory te, podobnie jak

modelowany tu receptor D,, czy opisane wczesniej receptory 5-HT,, i 5-HT; (Wykaz publikacji — praca
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D22), zostaty uzyte do projektowania zwigzkéw biologicznie aktywnych, w tym nowych kandydatow

na leki przeciw BPSD.

2.2.4. Koncepcja pochodnych arylosulfonamidowych blokujacych receptory 5-HTg/7/2n

oraz D,, jako nowych kandydatéw na leki przeciw psychozie w demencji

Psychoza w demencji moze mieé rézne podtoze neurobiologiczne od tej w schizofrenii. Istotnie,
pacjenci z chorobg Alzheimera, cierpigcy na zaburzenia psychotyczne, czesto doswiadczajg
halucynacji wzrokowych czy btednej identyfikacji opiekunéw, a wiec symptomow, ktére nie sg
powszechnie spotykane u pacjentow ze schizofrenig. Z drugiej strony, dziwaczne lub ztozone
urojenia, charakterystyczne dla psychoz schizofrenicznych, sg rzadko obserwowane u pacjentéw z
demencjg (Jeste i Finkel, 2000). Odmienna natura objawow psychotycznych w demencji, sugeruje
zaangazowanie w ich patomechanizm innych mechanizmdéw neurobiologicznych. W szczegélnosci,
istotng role odgrywaé mogg zaburzenia w uktadzie serotoninergicznym, poniewaz np. halucynacje w
demencji sg podobne do tych wywotywanych przez agonistdw serotoninergicznych, takich jak
meskalina czy LSD (Marsh, 1979). Silne halucynacje wzrokowe moga by¢ takze wywotywane przez
antagonistéw receptora NMDA, takich jak ketamina lub fencyklidyna (Siegel, 1978), ale sg znaczaco
rzadziej skutkiem dziatania dopaminomimetykéw, takich jak amfetamina lub kokaina, ktére sg
szeroko stosowane w skriningu przedklinicznym nowych lekéw przeciw schizofrenii (Jones et al.,
2011). Zgodnie z dopaminowg teorig schizofrenii, aktualnie stosowane leki przeciwpsychotyczne
zostaty wyselekcjonowane gtéwnie na podstawie zdolnosci do odwracania efektéw
dopaminomimetykdéw, przez co mogg by¢ suboptymalnym rozwigzaniem terapeutycznym wobec

psychozy w demencji.

Istnieje wiele danych potwierdzajgcych istotng role uktadu serotoninowego w rozwoju BPSD. Na
przyktad, polimorfizmy gendw kodujacych receptory serotoninowe sg powigzane z wystepowaniem
halucynacji wzrokowych i stuchowych u pacjentéw z chorobg Alzheimera (Holmes et al., 1998).
Polimorfizm genetyczny regionu promotora transportera serotoninowego (genotyp L/L) zostat
powigzany z wystepowaniem zachowania agresywnego (Sukonick et al.,, 2001). Inne badania
wskazujg na zaangazowanie receptorow 5-HT,, i 5-HTs w patogeneze choroby Alzheimera (Lorke et
al., 2006), jak réwniez na zwigzek receptoréw 5-HTg z wystepowaniem objawow psychotycznych u

pacjentow z demencjg typu Alzheimerowskiego (Marcos et al., 2008).

Istniejg takze liczne dowody wskazujgce, ze blokada receptoréw 5-HTs moze wywotywaé efekt: (i)
prokognitywny, wskutek nasilania transmisji cholinergicznej i glutaminianergicznej (Liu i Robichaud,

2009; Riemer et al., 2003), (ii) przeciwdepresyjny, poprzez nasilanie uwalniania noradrenaliny i
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dopaminy oraz (iii) anksjolityczny, mediowany poprzez wptyw na transmisje GABA-ergiczng
(Wesotowska, 2010; Wesotowska i Nikiforuk, 2007). Tezy te sg dodatkowo wsparte przez specyficzna
lokalizacje receptoréw 5-HTs, niemal wylgcznie w osrodkowym ukfadzie nerwowym, szczegdlnie w
okolicach limbicznych i korowych, zaangazowanych w kontrole nastroju i funkcji poznawczych
(Woolley et al., 2004). Ostatnio, selektywni antagonisci receptora 5-HT6, zwigzek SB-742457 oraz
Lu AE58054 (idalopirdyna) wykazali aktywnos¢ prokognitywng w badaniach klinicznych Il fazy, u
pacjentow z chorobg Alzheimera (H. Lundbeck A/S, 2012; Maher-Edwards et al., 2010), potwierdzajgc

potencjat terapeutyczny i adekwatnos¢ antagonistéw 5-HT; dla pacjentéow z demencja.

Receptor serotoninowy typu 5-HT; moze odgrywac role w kontroli rytméw dobowych, snu,
termoregulacji, bélu i migreny, a takze procesdw poznawczych. Co wiecej, wysokie powinowactwo i
aktywnos¢ antagonistyczna niektérych lekow przeciwpsychotycznych i przeciwdepresyjnych, wobec
tego podtypu, sugeruje potencjalng role receptora 5-HT; w patofizjologii réinych schorzen
neuropsychiatrycznych. Stosownie do tego, wykazano aktywnos¢ przeciwdepresyjng i przeciwlekowg
antagonistéw receptora 5-HT; u myszy i szczuréw (Wesotowska et al., 2006). Stwierdzono réwniez, ze
selektywny antagonista receptora 5-HT;, zwigzek SB-269970 moze wywotywac u zwierzat efekty

przeciwpsychotyczne (Galici et al., 2008; Waters et al., 2012).

Oddziatywanie na receptory 5-HTs i 5-HT; zwigzkami o aktywnosci antagonistycznej moze wiec
stanowi¢ obiecujgcy strategie w poszukiwaniu nowych, skutecznych lekéw, takze przeciw BPSD,
pozwalajgc rdwnoczesnie na unikniecie niektdrych dziatan niepozgdanych, wywotywanych przez
aktualnie stosowane leki. Niemniej jednak, biorgc pod uwage ztozony patomechanizm demencji, oraz
towarzyszace jej objawy psychologiczne i behawioralne wydaje sie, ze mato prawdopodobnym jest,
aby zaburzenia te mogty by¢ leczone przez lek oddziatujgcy z jednym tylko celem biologicznym oraz
ze skuteczne opracowanie nowego leku przeciw BPSD powinno uwzglednia¢ podejscie

wieloczynnikowe (Kim et al., 2009; Morphy i Rankovic, 2005).

Istotnie, chociaz niektére z dostepnych lekdw przeciwpsychotycznych blokujg receptory 5-HTg lub 5-
HT,, oddziatujg one takze z wieloma innymi celami biologicznymi, w tym takimi, z ktorymi interakcja
moze wywotywaé dziatania niepozgdane i/lub limitowaé (maskowad) ich aktywnos¢ terapeutyczna.
Na przykfad, leki te blokujg receptory muskarynowe i histaminowe, co moze skutkowaé aktywnoscia
cholinolityczng i sedacja. Ponadto, dziatajg jak silni antagonisci receptora 5-HT,, ktéra to wiasciwos¢
moze by¢ czynnikiem ryzyka dysfunkcji metabolicznej (Bai et al., 2011; Reynolds i Kirk, 2010).
Niektérzy autorzy sugerujg, ze udoskonalony profil aktywnosci przeciwpsychotycznej moze by¢
osiaggniety poprzez uwzglednienie aktywnosci antagonistycznej wobec receptora 5-HTg, przy braku

aktywnosci cholinolitycznej, tak jak ma to miejsce w przypadku sertindolu, ale nie klozapiny czy
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olanzapiny (Rodefer et al., 2008). Jednakze, ewaluacja kliniczna sertindolu zostata znaczgco
utrudniona w zwigzku z jego potencjatem arytmogennym, wywotanym przez silng blokade kanatéw

potasowych hERG.

Biorgc pod uwage powyisze rozwazania, zaprojektowalismy  serie  pochodnych
arylosulfonamidowych, wykazujgcych wysokie powinowactwo do receptoréw serotoninowych typu
5-HTg, 5-HT; i 5-HT,5 oraz dopaminowych typu D,, natomiast pozbawionych istotnych interakcji z
receptorami  muskarynowymi i kanatem potasowym hERG. Komputerowo-wspomagane
projektowanie i synteza oraz profil farmakologiczny tej nowej serii ligandéw multimodalnych, zostaty
opisane w pracy H4. Zwigzki te staty sie rowniez przedmiotem ochrony patentowe] i stanowig czes¢

miedzynarodowego zgtoszenia patentowego W02012035123 (praca H3).

W toku prac badawczych poswieconych strukturze receptorow monoaminergicznych,
zaproponowalismy sposéb wigzania selektywnych antagonistow receptora 5-HT; (Wykaz publikacji —
praca D9). W oparciu o wyniki modelowania molekularnego, stwierdzilismy, ze najbardziej selektywni
antagonisci receptora 5-HT; wigzg sie preferencyjnie w kieszeni miejsca wigzgcego, zlokalizowanej
pomiedzy helisami transmembranowymi 7, 1 i 2. WysuneliSmy réwniez hipoteze, ze ligandy
receptora 5-HT;, zdolne do tworzenia silnych oddziatywan z tg czescig miejsca wigzgcego, mogg
wykazywac¢ wysokie powinowactwo, niezaleznie od interakcji z kieszenig zlokalizowang miedzy
helisami 4, 5 i 6, ktéra jest znacznie bardziej jednolita strukturalnie pomiedzy receptorami
monoaminergicznymi. Co za tym idzie, ligandy takie mogtyby by¢ bardziej selektywne wobec
receptora 5-HT;, niz te wymagajace oddziatywan z bardziej strukturalnie zakonserwowang kieszenig

miedzy helisami 4-6.

Zwazywszy, ze naszym aktualnym celem stato sie zaprojektowanie ligandéw wielofunkcyjnych,
oddziatujacych z receptorami 5-HT;, stwierdzilismy, ze fragment N-aminoalkiloarylosulfonamidowy,
stanowi¢ moze bardzo dobrg baze do modyfikacji strukturalnych. Istotnie, zapewnia on silny
antagonizm receptora 5-HT;, poprzez skuteczne kotwiczenie w kieszeni wigzacej pomiedzy helisami
7-3 (oddziatujac szczegélnie z fenyloalaning 3.32 i argining 7.36) i pozwala na wprowadzenie
dodatkowych ugrupowan, wnoszacych aktywno$¢ wobec innych celéw biologicznych, takich jak
receptor serotoninowy 5-HT,,, dopaminowy D,, czy transporter serotoninowy (SERT). W niniejszej
pracy (H4) skupiono sie na ugrupowaniach umozliwiajgcych blokade receptoréw 5-HT,, i D,,
mogacych przyczyni¢ sie do uzyskania przez konstruowany ligand multimodalny aktywnosci
przeciwpsychotycznej. W zwigzku z tym, potrzebowalismy fragmentéw, ktére mogltyby by¢
odpowiedzialne za antagonizm wobec receptoréw 5-HT,, i D, oraz bytyby syntetycznie dogodne do

potgczenia z fragmentem arylosulfonamidowym, poprzez tgcznik alkilenowy. W tym celu,
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przeanalizowalismy struktury ligandéw receptoréw 5-HT,,/D, dostepne w bazie danych ChEMBL ( K;
< 10 nM wobec obu receptorow) i zidentyfikowalismy uktady aryloaminowe, zdolne do odziatywania
z kieszenig wigzgcg pomiedzy helisami 4-6, ktdra zostata zidentyfikowana jako region tolerujgcy
rozwiniecie chemiczne czasteczki. Powyzsze kryteria spetniaty ukfady benzizotiazolopiperazyny,
benzizoksazolopiperazyny oraz fluorobenzizoksazolopiperydyny, ktérych wifasciwosci lekopodobne
zostaty dodatkowo potwierdzone ich obecnoscig w strukturach stosowanych klinicznie lekdéw
przeciwpsychotycznych (Lemke i Williams, 2008). Nastepnie, zaprojektowano prototypowg
czasteczke hybrydowa, poprzez potgczenie 3-metylo-N-propylobenzenosulfonamidu z 3- (piperazyn-
1-yl)-1,2-benzotiazolem. Czgsteczka ta zostata nastepnie zadokowana do modeli receptoréw 5-HT;, 5-
HT,, i D, charakteryzujac sie dobrym dopasowaniem i nawigzujgc korzystne interakcje, ktére
potwierdzity zaktadany sposdb wigzania liganda w tych receptorach. Jako ze, antagonizm wobec
receptora 5-HTg byt bardzo pozgdang cecha dla nowo projektowanej serii ligandéw multimodalnych,
prototypowa hybryda zostata zadokowana takze do modelu receptora 5-HTs, w celu oszacowania
mozliwosci jej interakcji z tym receptorem oraz okreslenia ewentualnych modyfikacji wymaganych do
zaistnienia tej aktywnosci. Co ciekawe, zwigzek ten zostat bardzo dobrze dopasowany w modelu
receptora 5-HTs sugerujac jego wysokie powinowactwo wobec tego celu biologicznego, bez
wymagania szczegdlnych modyfikacji. Ogdlna orientacja liganda w miejscu wigzgcym receptora 5-HTg
byta podobna do tej obserwowanej w modelach receptoréw 5-HT;, 5-HT,, i D,, z uktadem
arylosulfonamidowym oddziatujagcym gtéwnie z aminokwasami helisy 7, 1 i 2 oraz uktadem

benzizotiazolu penetrujgcym kieszern pomiedzy helisami 4, 5i 6.

Zachecajgce wyniki modelowania oddziatywan zwigzku prototypowego z najwazniejszymi celami
terapeutycznymi, sktonity nas takze do zbadania in silico potencjalnych interakcji z niepozgdanymi
celami biologicznymi (tzw. ,antycelami”, ang. ,antitargets”), tu kanatami potasowymi hERG oraz
receptorami muskarynowymi typu M,, ktérych blokada mogtaby negatywnie wptywac na profil
bezpieczenstwa projektowanych zwigzkow lub maskowac¢ ich aktywnos¢ terapeutyczng. W
przeciwienstwie do receptorow 5-HTg, 5-HT;, 5-HT,, i D,, badany zwigzek nie byt optymalnie
akomodowany w miejscach wigzgcych ,antyceldw”. W przypadku receptora M, relatywnie dtuga
czagsteczka nie mogta swobodnie utozy¢ sie wzdtuz miejsca wigzgcego i nawigza¢ korzystnych
oddziatywan, podobnych do tych obserwowanych w celowanych receptorach, w zwigzku z relatywnie
ograniczong objetoscig miejsca wigzgcego receptoréw muskarynowych, a szczegdélnie brakiem
przestrzeni wigzgcej pomiedzy helisami 7, 1 i 2. Chociaz byt on w stanie penetrowac miejsce wigzace
w modelu kanatu hERG, to jego sposdéb wigzania byt suboptymalny, przede wszystkim w zwigzku z
brakiem oddziatywan hydrofobowych w rejonach czterech reszt fenyloalaniny (Phe 656), ktére sg

uznawane za istotne z punktu widzenia blokady kanatu (Vandenberg et al., 2012).
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W oparciu o powyzsze ustalenia zaprojektowalismy zrdznicowany strukturalnie zestaw ligandow
wielofunkcyjnych, ktéry eksplorowat rdéine czesci prototypowej hybrydy, takie jak: fragment
arylosulfonamidowy, tacznik alkilenowy, oraz fragment aryloaminowy. Wybdr poszczegdlnych blokéw
budulcowych podyktowany byt przede wszystkim ich dopasowaniem do miejsca wigzgcego receptora
5-HTs, uznawanego za najistotniejszy cel biologiczny. Analiza budowy miejsca wigzgcego receptora 5-
HTs, a takie sposdb wigzania zwigzku prototypowego i jego bliskich analogéw wskazaty, ze ukfad
aromatyczny potaczony z uktadem sulfonamidowym penetruje obszary hydrofobowe w sgsiedztwie
helisy 7 i 2, a co za tym idzie fragmenty arylosulfonylowe wybrane dla projektowanej serii byty przede
wszystkim lipofilowe, z kilkoma wyjatkami, w celu potwierdzenia tej hipotezy. Co wiecej, dostepna
przestrzen w regionach akomodujgcych fragment arylosulfonamidowy sugerowata, ze powinny one
zawiera¢ ukfady jedno i dwupierscieniowe. W oparciu o analize wizualng komplekséw ligand-
receptor, uznano ze optymalna dtugos¢ tgcznika alkilenowego powinna wynosi¢ 3-4 wegli, a zatem
taczniki o tych dtugosciach zostaty zastosowane w wiekszosci projektowanych liganddw. Dtuzsze nie
byty brane pod uwage, ze wzgledu na wysokg mase czgsteczkowg otrzymywanych hybryd, natomiast
ZWazywszy na nizszg mase czgsteczkows, dla poréwnania uwzgledniono kilka kombinacji z tgcznikiem
2-weglowym. Wszystkie zaprojektowane czgsteczki zostaty nastepnie zadokowane do modeli
receptoréw 5-HTg, 5-HT, 5-HT,a, D, i M; oraz kanatu hERG, a ich sposoby wigzania poddane analizie,
potwierdzajgc obserwacje poczynione dla prototypowego zwigzku hybrydowego oraz jego bliskich
analogéw. W rezultacie wybrano do syntezy chemicznej serie 185 kombinacji. Zwigzki te zostaty
otrzymane i przebadane oraz zastrzezone w zgftoszeniu patentowym H3. Dla zachowania
przejrzystosci przekazu, w publikacji H4 zostato zaprezentowane 85 najbardziej reprezentatywnych

przyktadéw.

Otrzymana seria struktur hybrydowych zostata zbadana pod katem powinowactwa do receptoréw
5-HT,, 5-HT5, 5-HT,4, D, i M; metoda radioreceptorowg oraz pod katem blokady kanatu hERG, metoda
elektrofizjologiczng ,automated patch clamp”. Zgodnie z przewidywaniami wynikajgcymi z
modelowania molekularnego, wiekszos¢ zwigzkéw wykazata wysokie powinowactwo (Ki < 100 nM)
wobec gtéwnych celéw terapeutycznych oraz znaczgco nizszg aktywnosé wobec ,antycelow” (< 50%
hamowania w stezeniu 1 uM). Co wiecej, liczne zwigzki posiadaty wysokie powinowactwo do
gtéwnych receptorow (Ki < 10 nM), a niektore z nich wigzaty sie nawet w zakresie stezen
subnanomolarnych, potwierdzajgc skutecznos¢ zastosowanej, racjonalnej strategii projektowania.
Ogdlnie, badane zwiazki charakteryzowaty sie najwyzszym powinowactwem wobec receptoréw 5-HT,
i 5-HT,, jak réwniez silnym wigzaniem do receptora D,, to jest, wobec celéw biologicznych,
traktowanych jako podstawowe podczas projektowania. Na poziomie molekularnym, wysokie

powinowactwo do receptoréow 5-HT, jest zapewniane przez fragment N-
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aminoalkiloarylosulfonamidowy, ktéry zapewnia optymalne oddziatywania z kieszenig wigzaca
miedzy helisami 7-3. Czyni to badane zwiazki relatywnie niewrazliwymi na wptyw modyfikacji w
czesci aryloaminowej, akomodowanej w kieszeni pomiedzy helisami 4-6. Te wtasciwosci uktadu N-
aminoalkiloarylosulfonamidowego s3 dopetniane przez cechy fragmentu
benzazolopiperazyny/piperydyny, ktére zapewniajg wysokie powinowactwo wobec receptoréow 5-
HT,a i D,, ze szczegdlnym naciskiem na ten pierwszy. Tymczasem, powinowactwo badanych zwigzkéw
wobec receptora 5-HTg byto zrdéznicowane i dato sie zauwazy¢ pewne zaleznosci struktura-aktywnosé.
Po pierwsze, analogi zawierajgce uktad 6-fluoro-3-(piperydyno-4-ylo)-1,2-benzoksazolu byty nieco
bardziej aktywne, niz te zawierajgce uktad 3-(piperazyn-1-ylo)-1,2-benzotiazolu, ale obie te grupy
byty znaczaco aktywniejsze od pochodnych 3-(piperazyn-1-ylo)-1,2-benzoksazolu. Podobne
preferencje dotyczyty powinowactwa do pozostatych, gtéwnych celéw biologicznych, chociaz w
mniejszym stopniu w przypadku receptorow 5-HT; i 5-HT,s, pomiedzy pochodnymi 6-fluoro-3-
(piperydyno-4-ylo)-1,2-benzoksazolu i 3-(piperazyn-1-ylo)-1,2-benzotiazolu. Po drugie, fragmenty
arylosulfonamidowe zawierajgce atomy azotu lub tlenu podstawione lub wbudowane w pierscien
aromatyczny, byly mniej aktywne wobec receptora 5-HTs, niz te bardziej hydrofobowe, w
szczegblnosci zawierajgce pierscien benzenowy w dystalnej czesci tego fragmentu. Obserwacje te sg
zgodne z eksperymentami dokowania, w ktorych stwierdzono oddziatywanie tych fragmentéw z
hydrofobowymi rejonami miedzy helisami 7 i 2 receptora 5-HTs. Po trzecie, analogi z tacznikiem
etylenowym byty znaczagco mniej aktywne od tych z dtuzszymi taricuchami alkilenowymi, co réwniez
byto zgodne z przewidywaniami opartymi na modelowaniu molekularnym. Zauwazono natomiast
zrdznicowane zaleznosci struktura-aktywnosé posréd zwigzkdow z tgcznikami 3 i 4 cztonowymi. Posréd
pochodnych 6-fluoro-3-(piperydyno-4-ylo)-1,2-benzoksazolu i 3-(piperazyn-1-ylo)-1,2-benzotiazolu,
analogi propylenowe stanowity optymalne kombinacje z arylosulfonamidami jednopierscieniowymi,
podczas gdy pochodne butylenowe byly bardziej aktywne w kombinacji z arylosulfonamidami
dwupierscieniowymi. Obserwacje te mogg by¢ wyttumaczone rdznicami w sposobie wigzania
arylosulfonamidéw jedno- i dwupierscieniowych w miejscu wigzgcym receptora 5-HTs.
Zaobserwowano, ze uktady monocykliczne skojarzone z krétszymi facznikami plasujg sie w nizszej
partii kieszeni wigzacej, oddziatujgc z hydrofobowg powierzchnig tryptofanu 3.28, alaniny 2.61 oraz
mozliwie takze tryptofanu 7.40 i tyrozyny 7.43. Tymczasem, ugrupowanie sulfonamidowe tworzy
wigzanie wodorowe z polarng argining 181. Z kolei pochodne dwupierscieniowe z facznikiem
butylenowym sg zdolne do jeszcze gtebszego penetrowania tej kieszeni, oddziatujac z alaning 2.65 i
tryptofanem 7.40. W tym wypadku, kompleks ligand-receptor jest stabilizowany wigzaniem
wodorowym z kwasem asparaginowym 7.36. Posrednie potozenia fragmentu arylosulfonamidowego,
zajmowane przez inne kombinacje; uktad pierscieniowy/tacznik alkilenowy, s3 niekorzystne,

prawdopodobnie dlatego, ze podstawnik arylowy zajmuje pozycje w sgsiedztwie reszt aminokwaséw
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polarnych, takich jak arginina 181, kwas asparaginowy 7.36, czy asparagina 2.64. Ten sam trend,
chociaz o mniejszym nasileniu, moze by¢ zauwazony w odniesieniu do powinowactwa wobec
receptora 5-HT;. Odwrotnie, w grupie pochodnych 3-(piperazyn-1-ylo)-1,2-benzoksazolu, pochodne z
tacznikami 4-weglowymi byty znaczaco bardziej aktywne wobec wszystkich receptordéw, szczegdlnie
receptora 5-HTg, niezaleznie od struktury fragmentu arylosulfonamidowego. Przyczyna tej
rozbieznosci, jak rdwniez ogdlnie niskiej aktywnosci propylenowych pochodnych 3-(piperazyn-1-ylo)-
1,2-benzoksazolu, nie jest znana i nie zostata wyttumaczona eksperymentami modelowania

molekularnego.

W oparciu o wyniki badan radioreceptorowych, wytypowano grupe 12 zwigzkéw o powinowactwie
ponizej 20 nM do wszystkich 4 gtéwnych celéw biologicznych i poddano badaniom aktywnosci
wewnetrznej in vitro. Wszystkie zbadane zwigzki potwierdzity wysokg aktywnos$¢é wobec pozadanych
receptorow. Nie stwierdzono aktywacji zadnego z receptoréw, natomiast zwigzki wykazaty znaczace
wiasciwosci antagonistyczne wobec wszystkich receptoréw, a szczegdlnie receptora 5-HT;. Pochodne
z jednopierscieniowymi uktadami arylosulfonamidowym i tgcznikiem propylenowym, byty zdolne do
blokady receptora 5-HT; w stezeniach subnanomolarnych, co jest zgodne z wczes$niejszymi
ustaleniami dotyczgcymi optymalnych warunkdéw strukturalnych dla antagonizmu wobec receptora
5-HT; (Wykaz publikacji - praca D9; Forbes et al., 1998). Nie stwierdzono juz natomiast, w tej
wyselekcjonowanej grupie zwigzkéw o wysokim powinowactwie, wptywu dtugosci tacznika lub
rodzaju fragmentu arylosulfonamidowego na antagonizm wobec receptora 5-HTg. Silni antagonisci
receptora 5-HTs;, o wartosciach Kb < 10 nM, zostali zidentyfikowani zarédwno posrdd pochodnych

monocyklicznych z tgcznikiem propylenowym, jak i dwupierscieniowych z tacznikiem butylenowym.

Na podstawie otrzymanych wynikéw, wytypowano dwa zwigzki wiodace, wystepujgce pod kodami
ADN-1184 i ADN-2157 (Rycina 1), ktére zostaty poddane szerokiej charakterystyce farmakologicznej

metodami in vitro i in vivo.
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Rycina 1. Wzory strukturalne zwigzkéw ADN-1184 i ADN-2157
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2.2.5. Poszerzona charakterystyka farmakologiczna molekut wiodacych z grupy
wielofunkcyjnych antagonistow receptoréw 5-HTg;,4 i D, - zwigzkéw ADN-1184 i

ADN-2157, w poréwnaniu z aktualnie stosowanymi lekami przeciwpsychotycznymi

Jako potwierdzenie i poszerzenie badan wykonanych na Wydziale Farmaceutycznym UJCM
(opisanych w poprzednim rozdziale), zwigzki ADN-1184 oraz ADN-2157, zostaty przebadane pod
katem powinowactwa i aktywnosci wewnetrznej wobec tgcznie 15 celdw biologicznych, w
niezaleznych laboratoriach specjalizujgcych sie w badaniach kontraktowych — Cerep (Francja) oraz

ChanTest (USA), a wyniki badan zostaty przedstawione w pracach H4 i H5.

ADN-1184 i ADN-2157 charakteryzowaty sie wysokim powinowactwem i silnym antagonizmem
wobec wszystkich czterech gtdwnych celéw biologicznych (wartosci K; i K, < 25 nM dla receptoréw 5-
HTs, 5-HT;, 5-HT,4 i D,). Wartg podkreslenia cechg tych zwigzkdw jest ich rownoczesny antagonizm
wobec receptordw 5-HTg i D, (odpowiednio K, ADN-1184/2157 = 16/24 nM oraz 13/2,4 nM), co
koresponduje z przyjetym celem wytonienia zwigzkdéw, ktdre tgczytyby aktywnosé wobec receptoréow
zwigzanych zaréwno z dziataniem przeciwpsychotycznym, jak i korzystnym wptywem na funkcje
poznawcze. Potwierdzono takze bardzo niskie powinowactwo obu zwigzkéw wobec receptoréw
muskarynowych M;-Ms (K; > 1000 nM) oraz stabg blokade kanatéw hERG (IC50 >1000 nM), co
Swiadczy o istotnej separacji (kilka rzedéw wielkosci) pomiedzy stezeniami aktywnymi wobec celow
terapeutycznych i kluczowych ,antyceléw”. Ustalenia te wyraznie kontrastuja z analogicznymi
profilami aktywnosci aktualnie stosowanych lekéw, oddziatujacych réwnoczesnie z receptorami D, i
5-HTs, takimi jak np. olanzapina i klozapina , ktére silnie blokujg receptory muskarynowe (K; < 10 nM)
(Millan et al., 2000), czy sertindol, bedgcy silnym blokerem kanatu hERG (ICsq = 2,7 nM) (Kongsamut
et al., 2002). Oba zwiazki wykazaty tez wysokie powinowactwo (K; < 30 nM) do receptoréw Dy, D3, 0y
i 0y, co przetozyto sie na silne wtasciwosci antagonistyczne (K, < 10 nM) w przypadku receptoréw Ds i
a1a. Silna blokada receptoréw D; moze byé uznana za ceche pozadang, jako ze moze wywotywaé
efekty prokognitywne, poprzez nasilenie uwalniania acetylocholiny (Millan et al., 2007). Antagonizm
wobec receptoréw adrenergicznych a, jest cechg wielu lekdw przeciwpsychotycznych, wtgczajgc w to
klozapine, risperidon, czy kwetiapine (Arnt et al.,, 2008; Newman-Tancredi i Kleven, 2011) i moze
mieé¢ wpltyw na ich aktywnos¢ terapeutyczng. Istotnie, w potgczeniu z umiarkowanym wysyceniem
receptorow D,, blokada receptordw a; moze nasila¢ aktywnos¢ przeciwpsychotyczng i poszerzac
okno terapeutyczne, w odniesieniu do zaburzen pozapiramidowych (Wadenberg et al., 2000). Co
wiecej, receptory adrenergiczne a; sg wysoce ko-eksprymowane z receptorami 5-HT,, w korze
przedczotowej, co sugeruje, ze réwnoczesna blokada obu tych receptoréw, obserwowana dla

zwigzkéw ADN-1184 i ADN-2157 moze miec szczegdlnie korzystny wptyw na kontrole zaburzen
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funkcjonowania kory przedczotowej (Santana et al.,, 2013). Ponadto, blokada osrodkowych
receptorow a; moze byé takze korzystna z punktu widzenia terapii BPSD, a w szczegdlnosci
pobudzenia psychoruchowego i agresji. W mdzgach pacjentéw z chorobg Alzheimera, badanych post
mortem, stwierdzono bowiem deregulacje receptora a; w korze czotowej (Szot et al.,, 2006), a
prazosyna, lek blokujacy receptory a,, ograniczata pobudzenie i zachowania agresywne w pilotowym
badaniu klinicznym i to bez szczegdlnego wptywu na parametry krazeniowe (Wang et al., 2009).
Podczas gdy obserwacje te sugerujg, ze blokada osrodkowych receptoréw adrenergicznych typu a,
moze by¢ pozgdang cechg lekéw kierowanych na terapie BPSD, antagonizm wobec receptoréw
obwodowych moze jednak wigza¢ sie z dziataniami niepozgdanymi, takimi jak ortostatyczne spadki
ci$nienia, ktére powinny by¢ brane pod uwage, w przypadku starszych pacjentéw, ze szczegdlnie

wrazliwym uktadem krazenia.

Pomimo istotnego powinowactwa wobec receptoréw histaminowych typu H,, separacja aktywnosci
antagonistycznej wobec tego receptora i gtéwnych celdw terapeutycznych wynosi okoto rzedu
wielkosci (K, > 100 nM vs 0,5-16 nM). Tymczasem, znane leki przeciwpsychotyczne o stwierdzonej
aktywnosci przeciwhistaminowej, jak olanzapina czy klozapina, charakteryzujg sie odwrotnymi
wiasciwosciami, wykazujagc wyzsze powinowactwo wobec receptora H;, niz wobec gtéwnych,
istotnych terapeutycznie receptorow (Millan et al., 2000). Jako ze blokada receptoréw H; jest
powigzana z efektami sedatywnymi (Reiner i Kamondi, 1994), relatywnie stabe wtasciwosci
przeciwhistaminowe ADN-1184 i ADN-2157 moga mieé zwigzek z ich niska tendencja do
wywotywania sedacji (co opisano nizej). Co wiecej, niskie powinowactwo i praktyczny brak
wiasciwosci  antagonistycznych ADN-1184 i ADN-2157 wobec receptora 5-HT,, pozwala
przypuszczaé, ze dziatanie tych zwigzkéw nie bedzie powigzane z wzrostem apetytu i masy ciata lub

zaburzeniami metabolicznymi (Bai et al., 2011; Reynolds i Kirk, 2010).

Zwigzki ADN-1184 i ADN-2157 zostaty przebadane w palecie testéw farmakologicznych na szczurach,
ktdre zostaty wybrane w badaniach na lekach referencyjnych, jako bateria skrinigowa do wyfaniania
nowych zwigzkéw o korzystnych parametrach pod katem terapii BPSD (praca H1). Badania te zostaty
opisane w pracach H4 (dla ADN-2157) i H5 (dla ADN-1184). Zwigzek ADN-1184 podawany byt droga
dootrzewnows (i.p.), natomiast zwigzek ADN-2157, charakteryzujacy sie lepszg biodostepnoscia z

przewodu pokarmowego, podawany byt drogg dozotagdkows (p.o.)

Jak opisano w rozdziale 2.2.4, zaburzenia psychotyczne w demencji mogg mie¢ odmienne podtoze
neurobiologiczne od tych obserwowanych w schizofrenii, tak wiec do badania nowych zwigzkdéw
uzyto przede wszystkim niedopaminergicznych modeli psychozy. Hiperlokomocja i stereotypie

wywotane dizocilping (MK-801), podobnie jak potrzgsanie gtowa wywofane podaniem agonisty
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receptorédw 5-HT,a/,c — zwigzku DOI (2,5-dimetoksy-4-jodoamfetamina), stanowig modele oparte na
zaburzeniach w transmisji glutaminianergicznej i serotoninergicznej, o relewancji wobec psychoz
towarzyszgcych demencji. Z kolei test warunkowego, aktywnego unikania (ang. conditioned
avoidance response — CAR) jest modelem niefarmakologicznym, standardowo uzywanym do

potwierdzania specyficznego efektu przeciwpsychotycznego (Wadenberg, 2010).

ADN-1184 i ADN-2157 wykazaty w zastosowanych modelach aktywnos¢ Swiadczacg o znacznym
potencjale kontrolowania zaburzen psychotycznych. W dawkach 3-10 mg/kg odwracaty
hiperaktywno$¢ wywotang przez niekompetytywnego antagoniste receptoréw NMDA, dizocilpine
(0,3 mg/kg). Ich aktywno$¢ byta podobna do klozapiny, olanzapiny i lurasidonu, zbadanych w tych
samych warunkach eksperymentalnych (praca H1). Byty one natomiast znaczgco bardziej aktywne od
aripiprazolu, ktéry odwracat efekty MK-801 jedynie czeSciowo (praca H1), co byto zgodne z jego niska
aktywnoscig przeciwpsychotyczng u pacjentéw z chorobg Alzheimera (De Deyn et al.,, 2005).
Czesciowy agonizm wobec receptora D, moze by¢ bowiem mniej skuteczny w kontroli psychoz
zwigzanych z hipofunkcjg receptoréw NMDA, co zauwazono réwniez we wczesniejszych badaniach
(Bardin et al., 2007). ADN-1184 catkowicie odwracat takze zachowania stereotypowe (ang. circling,
head weaving), indukowane wyzszymi dawkami MK-801 (1,2 mg/kg) (Wu et al., 2005). Aktywnoscig
taka cechujg sie takze klinicznie bardzo skuteczne leki, jak olanzapina czy risperidon, co sugeruje, ze
ADN-1184 ma potencjat do silnej aktywnosci przeciwpsychotycznej. Ponadto, ADN-1184 w dawkach
zblizonych do tych aktywnych w odwracaniu efektow MK-801, catkowicie hamowat reakcje
warunkowego unikania (CAR), podobnie jak testowane w tych samych warunkach haloperidol i
asenapina, ale nie lurasidon czy aripiprazol, ktére wywotywaty jedynie czesciowe efekty (praca H1). Z
kolei ADN-2157 dawkozaleznie odwracat potrzasanie gtowa u szczuréw, wywotane podaniem
agonisty receptoréw 5-HT,a/,c, zZwigzku DOI. Reasumujac, wyrazna aktywnos$¢ zwigzkéw ADN-1184 i
ADN-2157 w réoznych modelach $wiadczy, ze charakteryzujg sie one bardzo obiecujgcg aktywnoscig
wzgledem zaburzen psychotycznych, takich jak te towarzyszgce demencji.

ADN-1184 i ADN-2157 byty aktywne w klasycznym modelu badania aktywnosci przeciwdepresyjnej
(Porsolt et al., 1978), tagczac wyrazng aktywnosé przeciwpsychotyczng (opisang powyzej) z korzystnym
wptywem na nastrdj. ADN-1184 wykazat aktywnos$é¢ w dwoch dawkach (0,3 i 1 mg/kg), a ADN-2157 w
trzech (od 0,3 do 3 mg/kg), przypominajgc pod tym wzgledem klozapine, ktérej szczegdlnie korzystny
wplyw na nastréj, zaréwno w warunkach klinicznych jak i modelach zwierzecych byt dyskutowany
wczesniej (rozdziat 2.2.2). Dla poréwnania, inne leki przeciwpsychotyczne byty aktywne tylko w
pojedynczej dawce (praca H1). Nalezy podkresli¢, ze ADN-1184 i ADN-2157 skracaty czas bezruchu w
tescie wymuszonego ptywania o okoto 20%, podczas gdy referencyjne leki przeciwpsychotyczne,

wiacznie z klozaping, redukowaty bezruch w tych samych warunkach jedynie o okoto 10-15%.
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Tymczasem imipramina, skracata bezruch w dawce 10 mg/kg o okoto 25% (praca H1). Obserwowane
efekty ADN-1184 i ADN-2157 sg wiec bardzo zblizone do tych wywotywanych przez znany,
tréjeykliczny lek przeciwdepresyjny i korzystniejsze niz dla lekdw przeciwpsychotycznych. Zakres
dawek aktywnych ADN-1184 i ADN-2157 w tescie Porsolta byt nieco nizszy niz w przypadku testéw na
aktywnos$¢ przeciwpsychotyczng. Podobny profil aktywnosci byt obserwowany w przypadku
niektérych lekdw przeciwpsychotycznych. Mozna zatem przewidywaé, ze w przypadku klinicznego
zastosowania ADN-1184 lub ADN-2157, pacjenci z objawami depresyjnymi powinni otrzymywac
niskie dawki lekéw, natomiast ci wykazujgcy zaburzenia psychotyczne wymagaliby zwiekszenia

dawek.

ADN-1184 i ADN-2157 nie zaburzaty funkcji poznawczych w tescie biernego unikania, w catym
zakresie testowanych dawek (ADN-1184 do 30 mg/kg, ADN-2157 do 100 mg/kg), pokrywajgcych i
znacznie przewyzszajgcych te aktywne w testach Porsolta, warunkowego unikania oraz odwracania
efektow MK-801 i DOl Kontrastuje to wyraznie z efektami referencyjnych lekéw
przeciwpsychotycznych, badanych w tych samych warunkach, z ktérych prawie wszystkie
wywotywaty dawkozalezne zaburzenia biernego unikania, przy niejednokrotnie niewielkiej lub nie
istniejgcej separacji dawek wobec efektow ,terapeutycznych” (praca H1). Jedynym wyjgtkiem byt
tutaj aripiprazol, ktéry nie wywotywat efektu amnestycznego, jednakze jak wcze$niej wspomniano
nie wykazywat rowniez istotnej aktywnosci w niedopaminergicznym modelu psychozy. Tymczasem
ADN-1184 i ADN-2157 wykazywaty wyrazng aktywnos$¢ przeciwpsychotyczng w tym modelu,

rownoczesnie nie wywotujgc zaburzen pamieci w szerokim zakresie dawek.

Podobnie, ADN-1184 i ADN-2157 w catym zakresie testowanych dawek nie wywotywaty istotnej
katalepsji (efektu prognozujgcego kliniczne ryzyko wystgpienia zaburzen pozapiramidowych).
Odréznia to badane zwigzki od niektdrych referencyjnych lekéw przeciwpsychotycznych, takich jak
risperidon czy haloperidol (praca H1), ktére ze wzgledu na swojg skutecznos$¢ i brak alternatywnych
terapii, mimo formalnego braku dopuszczenia, sg ciggle szeroko stosowane u pacjentéw z demencjg
(Carson et al., 2006). Wywotujg one dawkozalezne zaburzenia pozapiramidowe (Rummel-Kluge et al.,
2012), ktore sg szczegdlnie niebezpieczne w przypadku starszych pacjentéw, cierpigcych na

zaburzenia funkcji motorycznych.

Miarg klinicznej sedacji jest u zwierzat laboratoryjnych hamowanie spontanicznej aktywnosci
lokomotorycznej. Nawet leki przeciwpsychotyczne, ktére nie wywotujg katalepsji, takie jak np.
klozapina, mogg silnie ogranicza¢ aktywnosé lokomotoryczng, w zwigzku z aktywnoscig sedatywng
(Miller, 2000). Istotnie, znaczgce obnizenie aktywnosci lokomotorycznej byto obserwowane dla lekéw

referencyjnych w zakresie dawek zblizonym do tych wywotujgcych aktywnos$¢ przeciwpsychotyczng
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(praca H1). Tymczasem, ADN-1184 obnizat aktywnos¢ lokomotoryczng jedynie w najwyzszej dawce
(30 mg/kg), ktéra byta o co najmniej rzad wielkosci wyzsza od tych aktywnych w testach
yterapeutycznych”, a ADN-2157 nie wywotywat znamiennych statystycznie zmian w aktywnosci

lokomotorycznej w catym zakresie badanych dawek (do 100 mg/kg).

Podsumowujgc, udato sie zidentyfikowaé nowg grupe ligandéw multimodalnych, wywotujgcych
rownoczesng blokade receptoréw 5-HTg i D,, pozbawionych niekorzystnych interakcji z kluczowymi
,antycelami” (receptorami muskarynowymi i kanatem hERG), co wyrdznia je od dostepnych lekow
przeciwpsychotycznych. Taki uktad oddziatywan z celami biologicznymi, wzbogacony o antagonizm
wobec receptoréw 5-HT; i 5-HT,,, moze przektadac sie na korzystny efekt psychotropowy, potaczony
z tagodnym profilem bezpieczedstwa. Co wiecej, najlepiej rokujgce czagsteczki wybrane do
poszerzonej charakterystyki farmakologicznej, zwigzki ADN-1184 i ADN-2157, wykazaty istotng
aktywnos¢ w modelach psychozy i zaburzen nastroju, bez wywotywania negatywnego wptywu na
funkcje poznawcze i motoryczne. Ten profil aktywnosci jest korzystniejszy od prezentowanego przez
aktualnie stosowane neuroleptyki, testowane w tych samych warunkach, co sugeruje, ze mozliwe
jest zidentyfikowanie juz na etapie przedklinicznym, kandydatéw na leki przeciwpsychotyczne, ktére

bardziej odpowiadajg wymaganiom terapii pacjentéw z demencja.
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2.2.6. Dualni antagonisci receptora 5-HT; / czeSciowi agonisci receptora D,, jako nowa
klasa ligandéw wielofunkcyjnych o potencjalnej aktywnosci przeciwdepresyjnej i

prokognitywne;j

Pomimo szerokiej aktywnosci farmakologicznej, jakg wykazaty zwigzki z grupy wielofunkcyjnych
antagonistdw receptoréw 5-HTg72a | Dy, ich podstawowym dziataniem terapeutycznym, lezacym u
podstaw ich tworzenia, byta aktywnosc¢ przeciwpsychotyczna. Majac jednakowoz na uwadze powazny
problem jakim sg stany depresyjne towarzyszgce demencji, za cel przyjeto opracowanie grupy
ligandéw o nowym mechanizmie dziatania, ktére adresowatyby przede wszystkim kwestie zaburzen
nastroju oraz wykazywaty dziatanie prokognitywne, szczegdlnie istotne w przypadku pacjentéw z

demencja.

Korzystny wptyw blokady receptoréw 5-HTg na poprawe funkcji poznawczych oraz ich aktywnosé
przeciwdepresyjna i przeciwlekowa, zostaty omdéwione wczesniej. Wskazano réwniez, ze z uwagi na
ztozonos¢ zaburzen behawioralnych i psychologicznych towarzyszacych demencji, mato
prawdopodobne jest, aby mogty byé one skutecznie leczone przy pomocy leku oddziatujgcego tylko

na jeden cel biologiczny.

Z drugiej strony, chociaz niektére nieselektywne leki sg skuteczne w terapii zaburzen osrodkowego
uktadu nerwowego, takich jak stany psychotyczne czy depresyjne, oddziatywania z réznymi celami
biologicznymi, powigzanymi z dziataniami niepozgdanymi, powodujg, ze sg one nieodpowiednie do
terapii pacjentéw w podesztym wieku z demencjg. Obiecujgcy strategia identyfikowania nowych
kandydatéw na leki jest opracowywanie tzw. zaprojektowanych ligandéw wielofunkcyjnych (ang.
designed multiple ligands, DMLs), ktére oddziatujg z 2 lub wiecej celami biologicznymi, ktore s3
fizjologicznie adekwatne do leczonego zaburzenia. Taka kombinacja powinna charakteryzowac sie
nasilong efektywnoscig, w poréwnaniu do substancji oddziatujgcych na pojedynczy cel biologiczny
(ang. single-target drugs), rownoczesnie nie bedac obarczong dziataniami niepozgdanymi,
charakterystycznymi dla nieselektywnych , brudnych” czgsteczek (Kim et al., 2009; Liu et al., 2009;
Medina-Franco et al., 2013; Morphy i Rankovic, 2005).

Istnieje wiele przestanek wskazujgcych na wysoki potencjat terapeutyczny czeSciowych agonistow
receptora dopaminowego typu D,, zarédwno w zakresie dziatania przeciwpsychotycznego jak i
przeciwdepresyjnego (Stahl, 2008; Ye et al, 2013; Zhang et al, 2007). Najistotniejszymi
przedstawicielami tej grupy zwigzkdéw sg: atypowy lek przeciwpsychotyczny aripiprazol oraz jego
analog brexpiprazol, kandydat kliniczny do terapii zaburzen depresyjnych. Korzystny profil
terapeutyczny czesciowych agonistow receptora D, wigze sie z ich tagodnym profilem

bezpieczenstwa, a w szczegélnosci niskg incydencjg zaburzen pozapiramidowych (Leucht et al., 2013;
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Otsuka, Ltd., 2011). Profil farmakologiczny aripiprazolu i brexpiprazolu obejmuje czesciowy agonizm
wobec receptora D,, o niskim poziomie aktywnosci wewnetrznej oraz wyrazng aktywnos¢
agonistyczng wobec receptora 5-HT4,, potaczong z umiarkowang blokadg receptoréw 5-HT,, i 5-HT5,
ktére mogg mieé istotny wptyw na ich profil terapeutyczny, natomiast nie obejmuje istotnych

interakcji z receptorem 5-HTg.

Biorgc pod uwage, ze antagonisci receptora 5-HT; wykazujg efekty prokognitywne, jak réwniez
obiecujgce witasciwosci modulujgce nastrdj, podczas gdy czesciowi agonisci receptora D, posiadajg
aktywnos¢ przeciwpsychotyczng i przeciwdepresyjng, przy fagodnym profilu bezpieczenstwa,
korzystnym bytoby potfaczy¢ obie te aktywnosci, w celu uzyskania nowych zwigzkéw o skutecznosci i

profilu bezpieczenstwa odpowiednich do terapii BPSD.

W pracy H7 opisane zostato projektowanie wspomagane komputerowo, synteza oraz charakterystyka
farmakologiczna  nowej serii  zaprojektowanych  ligandéw  wielofunkcyjnych ~ (DMLs),
charakteryzujacych sie wfasnie takim, innowacyjnym mechanizmem dziatania, obejmujgcym blokade
receptora 5-HTg i czesciowy agonizm wobec receptora D,. Zwigzki te staty sie réwniez przedmiotem
ochrony patentowej i stanowig cze$¢ miedzynarodowego zgtoszenia patentowego W02013001499

(praca He).

W projektowaniu ligandéw dziatajagcych réwnoczesnie na receptory 5-HTg i D, uzyto podejscia
opartego na wiedzy, na temat zaréwno struktur znanych ligandéw tych receptordéw, jak i budowy ich
miejsc wigzacych. Jako ze podstawowym celem byto uzyskanie ligandéw o podwdjnej aktywnosci,
wybrano tzw. podejécie ,design in”, pozwalajace na inkorporowanie aktywnosci wobec obu celéw
biologicznych do jednej czgsteczki (Morphy i Rankovic, 2005). Proces projektowania rozpoczat sie od
szczegdtowej analizy budowy miejsc wigzgcych obu receptorow oraz sposobéw wigzania w nich
antagonistéw receptora 5-HTs i czesciowych agonistow receptora D,. W tym celu uzyto modeli

homologicznych, ktére zostaty opracowane z uzyciem metodologii opisanej w pracy H2.

Grupy zwigzkdéw wykazujgcych wysokie powinowactwo do obu receptorow (czesSciowi agonisci
receptora D, i antagonisci receptora 5-HTg), zostaty zadokowane do odpowiednich miejsc wigzgcych.
Bazujac na uzyskanych kompleksach ligand-receptor, opracowano modele farmakoforowe oparte na
strukturze celu biologicznego (ang. structure-based pharmacophores). Dzieki uwzglednieniu
kontekstu receptora, procedura ta pozwala na tworzenie tzw. objetosci wykluczonych (ang. excluded
volumes), czyli obszaréw miejsca wigzgcego, w ktérych wystepowanie podstawnikéw jest wysoce
niekorzystne, a takie na identyfikacje fragmentéw ligandéw, ktoére moga by¢ z korzyscig
rozbudowywane, w kierunku tzw. regiondw tolerancyjnych (ang. tolerant regions). Funkcjonalnosé ta

jest zaletg w poréwnaniu do klasycznych modeli farmakoforowych, opartych jedynie na strukturze
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ligandéw, znaczgco usprawniajgcg projektowanie struktur aktywnych. Oparte na strukturze
receptora modele farmakoforowe, opracowane dla ligandow receptorow 5-HTg i D,, zostaty
nastepnie natozone, w celu zidentyfikowania wspdlnych fragmentdw oraz obszaréw tolerancyjnych,
pozwalajgcych na scalenie uktadéw chemicznych wymaganych dla podwdjnej aktywnosci. Natozenia
dokonano poprzez wyswietlenie modeli opracowanych na bazie wczeéniej natozonych miejsc
wigzacych obu receptoréw. Pozwolito to na okreslenie cech farmakoforowych, wspdélnych dla obu
grup, ktérymi byly: protonowalny atom azotu oraz pierscien aromatyczny, ktére zajmowaty te same
pozycje w obu miejscach wigzacych, w sgsiedztwie zakonserwowanych sekwencyjnie aminokwaséw —
kwasu asparaginowego 3.32 i fenyloalaniny 6.52, ktére sg znanymi, istotnymi punktami oddziatywan
dla ligandéw monoaminergicznych (Braden et al., 2006; Strader et al., 1988). W sgsiedztwie obszaru
scalania zidentyfikowano takze regiony tolerancyjne. Byty one zwigzane z poszczegdlnymi cechami
farmakoforowymi, ktdre nie byty wspélne, ale charakterystyczne, odpowiednio dla antagonistéw
receptora 5-HTg i czesciowych agonistow receptora D,. Dodatkowy uktad aromatyczny, wystepujacy
w strukturze antagonistow receptora 5-HTg, zwykle przytgczony do gtéwnego uktadu arylowego
poprzez ugrupowanie sulfonamidowe lub sulfonowe, penetrowat kieszen hydrofobowg pomiedzy
helisg 4 i 5, oddziatujac z fenyloalaning 5.38. Tymczasem, ukfad aromatyczny potgczony z akceptorem
i donorem wigzania wodorowego, charakterystyczny dla czesciowych agonistow receptora D,,
utozony byt w sasiedztwie helisy 2 i 7, oddziatujac z kwasem glutaminowym 2.65 i seryng 7.36. W
rezultacie skonstruowano prototypowg czasteczke hybrydowa, ktéra posiadata wszystkie cechy
obecne w scalonym modelu farmakoforowym. W oparciu o nig, zaprojektowano trzy serie ligandéw,

ktore eksplorowaty przestrzen chemiczng w obrebie uzyskanego, scalonego farmakoforu.

W pierwszej serii czasteczek hybrydowych, o spodziewanej aktywnosci dualnej, testowano
zréznicowane ugrupowania, odpowiedzialne za wprowadzenie antagonizmu wobec receptora 5-HTs
(zwane dalej ,fragmentami 5-HTs”). W tym celu wybrano grupe fragmentow, dla ktérych wczesniej
opisano antagonizm wobec receptora 5-HTg oraz charakteryzujgcych sie relatywnie niskg masg
czagsteczkowa. Podczas eksplorowania ,fragmentu 5-HTs"” czasteczki hybrydowej, ,fragment D.”,
odpowiedzialny za czeSciowy agonizm wobec tego receptora, pozostawiono niezmieniony. Uzyto w
tym celu uktadu butoksy-3,4-dihydrochinolino-2(1H)-onu, jako ze byt on obecny w strukturze

najlepiej scharakteryzowanego czesciowego agonisty receptora D,, aripiprazolu.

Pierwsza seria czasteczek hybrydowych zostata przetestowana pod katem powinowactwa do
receptorow 5-HTg i D,, metodg radioreceptorowg. Wszystkie przebadane zwigzki wykazaty znaczace
powinowactwo wobec obu celdw biologicznych, charakteryzujgc sie, w wiekszosci przypadkow,
statymi wigzania K; < 100 nM, co sugerowato, ze zastosowana strategia projektowania ligandéw

dualnych byfta wtasciwa. Otrzymane wyniki potwierdzity wptyw zastosowanych modyfikacji
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strukturalnych na aktywnos$¢ biologiczng oraz pozwolity na zaobserwowanie zaleznosci struktura-
aktywnosé. Najwyzsza aktywnosé wobec obu celéw biologicznych byta obserwowana dla pochodnych
4-(piperazyno-1-ylo)-1H-indolu, a najnizsza dla N1-podstawionych pochodnych 2-(1H-indolo-3-
ylo)etylominy. Aktywnos¢ pochodnych 3-(1,2,3,6-tetrahydropirydyno-4-ylo)-1H-indolu oraz 3-
(piperydyno-4-ylo)-1H-indolu byta w przypadku obu receptoréw zréznicowana i zalezata od nasycenia
aminy cyklicznej. Pochodne tetrahydropirydyny wykazaty relatywnie silniejsze powinowactwo wobec
receptora 5-HT; i stabsze do receptora D,, podczas gdy zwigzki z pierscieniem piperydynowym
charakteryzowaty sie odwrotng tendencjg. Sposréd pochodnych 4-(piperazyno-1-ylo)-1H-indolu,
najwyzsza aktywnos¢ dualna byta obserwowana dla pochodnej N1-fenylosulfonylowej oraz
pochodnych N1-benzylowych, podstawionych w pozycji meta lub niepodstawionych. Z kolei
pochodne orto- i para- wykazywaty wysokie powinowactwo jedynie do receptora D,. Biorgc pod
uwage, ze aktywnos¢ dualna o realnym znaczeniu biologicznym wymaga wysokiego powinowactwa
do obu celdw biologicznych, do dalszych badan zostaty wybrane jedynie zwigzki o powinowactwie <
20 nM wobec obu receptoréw. Dla 4 wybranych zwigzkdw wykonano badania aktywnosci
wewnetrznej wobec dwdch gtéwnych celéw biologicznych, jak réwniez oceniono interakcje z
kluczowymi ,antycelami”, receptorem muskarynowym M; oraz kanatem hERG (ich rola w

wywotywaniu dziatan niepozgdanych zostata omoéwiona w rozdziale 2.2.4).

Wszystkie zbadane zwigzki wykazaty znaczacy poziom agonizmu wobec receptora D,, potwierdzajac
pozadany profil czesciowo agonistyczny. Z drugiej strony, nie wywotywaty one zadnego efektu
agonistycznego wobec receptora 5-HTs, natomiast charakteryzowaty sie zréznicowanym poziomem
antagonizmu. Rezultaty te potwierdzity wiec osiggniecie podstawowego celu, a mianowicie uzyskanie
dualnych ligandéw, antagonistow receptora 5-HTs / cze$ciowych agonistow receptora D,. Zaden ze
zwigzkoéw nie wywotywat takze znaczacej blokady kanatu hERG, co znaczaco obniza ryzyko badanej
serii w aspekcie potencjalnego dziatania arytmogennego. Z kolei pochodne N-benzylowe wykazaty
znaczace powinowactwo wobec receptoréw muskarynowych, co mogtoby skutkowac ostabieniem
pozadanych efektéw wynikajgcych z blokady receptora 5-HTs, ktéra stymuluje uwalnianie
acetylocholiny. W oparciu o te ustalenia oraz biorgc pod uwage wzglednie stabsze wtasciwosci
antagonistyczne pochodnych benzylowych wobec receptora 5-HTs, do dalszych modyfikacji
chemicznych wybrana zostata jedynie N1-fenylosulfonylowa pochodna 4-(piperazyno-1-ylo)-1H-
indolu. Zwigzek ten, opisany kodem ADN-1319, charakteryzowat sie wysokim powinowactwem oraz
odpowiednim profilem aktywnosci wewnetrznej wobec obu celéw biologicznych, jak réwniez niska
aktywnoscig wobec receptora M, i kanatu hERG. Jednakowoz, posiadat on stosunkowo wysoka mase

molowag, ktdrej obnizenie stato sie gtdbwnym celem prac nad kolejng serig pochodnych.
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W drugiej serii wprowadzono wiec modyfikacje w celu obnizenia masy czgsteczkowej dualnego
liganda, jednoczes$nie zachowujac jego korzystny profil farmakologiczny, lub nawet go poprawiajac.
Zwazywszy, ze ,fragment 5-HTs” byt eksplorowany w pierwszej serii, co doprowadzito do wyboru w
tym zakresie uktadu 1-(fenylsulfonyl)-4-(piperazyn-1-yl)-1H-indolu, ugrupowanie to w serii drugiej
zostato utrzymane. Modyfikacje chemiczne dotyczyly tym razem ,fragmentu D,” i obejmowaty
wprowadzenie mniejszych podstawnikéw arylowych, a takie skrécenie tgcznika alkilenowego.
Otrzymane zwigzki zostaty poddane tym samym badaniom, co zwigzki z serii pierwszej i przy wyborze
czasteczek do dalszych badan zostaty zastosowane te same kryteria aktywnosci. Zgodnie z
przewidywaniami, seria charakteryzowata sie wyzszg zmiennoscig w zakresie powinowactwa wobec
receptora D,, wynikajgcg zarowno ze skrécenia tgcznika alkilenowego, jak i modyfikacji w uktadzie
arylowym, przy relatywnie statym, istotnym powinowactwie do receptora 5-HTs. Zaobserwowano
ogolny trend do obnizenia powinowactwa do receptora D,, wraz ze skroceniem facznika alkilenowego
z 4 do 3 wegli, z wyjatkiem 2-propoksylowej pochodnej benzamidu, ktéra miata okoto 20-krotnie
wyzsze powinowactwo do receptora D,, niz jej analog butoksylowy. Zwigzek ten miat takze najwyzsze
powinowactwo do receptora 5-HTg i byt w zasadzie jedynym zwigzkiem z drugiej serii, ktory spetniat
zatozone kryteria aktywnosci. Pochodna ta, opisana kodem ADN-2013 (Rycina 2), charakteryzowata
sie zatozonym profilem aktywnosci wobec kluczowych ,terapeutycznych” celéw biologicznych, oraz

niskg aktywnoscig wobec ,antycelédw”.
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Rycina 2. Wzor strukturalny zwigzku ADN-2013

Co warte podkreslenia, zgodnie z zatozonym celem, poprzez zastosowanie lzejszego , fragmentu D2”,
masa czasteczkowa nowo wylonionej pochodnej zostata obnizona o 40 Da, w poréwnaniu ze
strukturg wyjsciowa, przy zachowaniu korzystnego profilu farmakologicznego. Co prawda, masa
czasteczkowa zwigzku ADN-2013 pozostawata na poziomie ponad 500 Da, niemniej jednak badania
zaleznosci struktura-aktywnos¢ wykazaty, ze zadna wieksza redukcja struktury chemicznej nie byta
tolerowana. Na przyktad, usuniecie akceptora wigzania wodorowego spomiedzy gtéwnego i
dodatkowego pierscienia aromatycznego we ,fragmencie 5-HTs”, czy tez donora wigzania
wodorowego przy uktadzie aryloksylowym ,fragmentu D,”, skutkowato, odpowiednio, istotnym

obnizeniem aktywnosci antagonistycznej wobec receptora 5-HTg oraz utratg selektywnosci wobec
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receptorow M;, lub obnizeniem powinowactwa do receptora D,. W rezultacie, analiza sktadu
hipotezy farmakoforowej ligandéw dualnych pozwolita na stwierdzenie, ze wszystkie z poczatkowo
zidentyfikowanych cech, sg wazne dla zapewnienia akceptowalnego poziomu aktywnosci i
selektywnosci. Sposéb wigzania zwigzku ADN-2013 w modelach receptoréw 5-HTg i D, byt zgodny z
tym, zaproponowanym dla zwigzkéw referencyjnych i prototypowej czasteczki hybrydowej. W
receptorze 5-HT¢ ugrupowanie sulfonamidowe ADN-2013 penetrowato kieszen hydrofobowa
pomiedzy helisg 4 i 5, nawigzujgc kontakt z fenyloalaning 5.38, natomiast w receptorze D, byto
zlokalizowane w sgsiedztwie helisy 6, zwrdcone w kierunku czesci zewnatrzkomérkowej receptora.
Fragment 2-propoksybenzamidowy oddziatywat natomiast z resztami aminokwasowymi tworzgcymi
drugg kieszen wigzaca, zlokalizowang pomiedzy helisami 2 i 7. W przypadku kompleksu z receptorem
D,, ligand zachowat wigzanie wodorowe z Seryng 7.36, charakterystyczne dla czesciowych agonistow,
natomiast w mniej obszernej kieszeni receptora 5-HTg ulegt wygieciu, by stworzy¢ wigzania

wodorowe z asparaging 2.64 i argining 181 z drugiej petli zewnatrzkomérkowej.

Rezultatem badan nad drugg serig czasteczek hybrydowych byt wybér 2-propoksybenzamidu, jako
nowego ,fragmentu D,”. Biorgc pod uwage, ze wybodr ten byt oparty na analizie kombinacji jedynie z
uktadem 1-(fenylosulfonylo)-4-(piperazyno-1-ylo)-1H-indolu, postanowiono sprawdzi¢ takze inne
,fragmenty 5-HTs"”, opisane w serii pierwszej. Celem byto wykluczenie mozliwosci, ze optymalne
dopasowanie 1-(fenylosulfonylo)-4-(piperazyno-1-ylo)-1H-indolu jest ograniczone jedynie do uktadu
7-butoksy-3,4-dihydrochinolino-2(1H)-onu, ktory zostat uzyty do testowania ,fragmentéw 5-HT¢” w
serii pierwszej oraz potwierdzenia, ze jest to takie najlepszy wybdér w przypadku zastosowania

,fragmentu D,” o strukturze 2-propoksybenzamidu.

Otrzymano wiec trzecig serie zwigzkdw hybrydowych i poddano tym samym badaniom. Wyniki badan
powinowactwa potwierdzity wyzszo$¢ kombinacji 2-propoksybenzamidu, takze z 1-(fenylosulfonylo)-
4-(piperazyno-1-ylo)-1H-indolem, nad tymi z uzyciem innych ,fragmentéw 5-HTs”. Analiza zaleznosci
struktura aktywnos¢ wszystkich trzech serii zwigzkdw hybrydowych pozwolita na wybér zwigzku ADN-
2013 do szerszej charakterystyki farmakologicznej, uwzgledniajacej poszerzone badania

powinowactwa i aktywnosci wewnetrznej in vitro oraz badania w modelach zwierzecych.
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2.2.7. Poszerzona charakterystyka farmakologiczna molekuty wiodacej z grupy dualnych
antagonistow receptora 5-HT; / czesciowych agonistow receptora D, — zwigzku ADN-

2013, w poréwnaniu z substancjami referencyjnymi

Poszerzone badania farmakologiczne in vitro (Cerep, Francja oraz ChanTest, USA) oraz ocena
aktywnosci przeciwdepresyjnej, przeciwlekowej i prokognitywnej zwigzku ADN-2013 zostaty opisane

w pracy H7.

Badanie wigzania do 11 kolejnych receptoréw monoaminergicznych, obok receptoréw 5-HTg i D,,
ujawnity wysokie powinowactwo takze wobec receptoréw Ds, D4, 5-HT4 i 5-HT,a (> 90% wigzania w
stezeniu 1 uM), jak réwniez umiarkowane powinowactwo wobec receptoréw 5-HT;, aja, 0c Oraz H
(> 50% wigzania w stezeniu 1 uM). Dla wszystkich tych receptoréw wyznaczono state wigzania K;. Dla
kluczowych celéw biologicznych, to jest receptoréw 5-HTg i D, oraz D3, 5-HTia, 5-HToa i Qyp,
przeprowadzono takze badania aktywnosci wewnetrznej. Eksperymenty te potwierdzity pozgdany
profil zwigzku ADN-2013 wobec podstawowych celdw biologicznych. Zwigzek ten cechowat sie
bardzo silnym antagonizmem wobec receptora 5-HTg, opisanym statg K, = 1,8 nM, co byto
najsilniejszym efektem farmakologicznym ze wszystkich zbadanych. Wywotywat on réwniez
czesciowq blokade receptora D,, z wartoscig K, = 3,7 nM, potaczong z jego czeSciowym pobudzeniem,
o wartosci ECsy = 54 nM. Z drugiej strony, pomimo wysokiego powinowactwa wobec receptoréw 5-
HT,a i 5-HT,s, w badaniach aktywnosci wewnetrznej stwierdzono znaczgco nizszg aktywnosé, co
wskazuje, ze znaczenie oddziatywan z tymi receptorami dla globalnego efektu farmakologicznego
zwigzku ADN-2013 nie jest jednoznaczne. Nalezy zauwazy¢, ze powinowactwo ADN-2013 do
receptoréow innych niz 5-HT i D, nie jest zaskakujgce, gdyz aripiprazol, ktdry postuzyt jako jedna z
podstawowych struktur modelowych dla ,fragmentu D,” zwigzkéw hybrydowych, nie jest w istocie
substancjg catkowicie selektywng wobec receptora D,. Oddziatuje takze z receptorami D3, 5-HT;,, 5-
HT,s, 5-HT; oraz, o czym rzadko sie wspomina, réwniez H; i wtasciwosci te mogly zostaé
ytransferowane” do czgsteczek hybrydowych, jako skutek uzycia podobnego rdzenia chemicznego.
Niemniej jednak mozna stwierdzié, ze ADN-2013 wykazuje ukierunkowany, zaprojektowany profil
wieloreceptorowy, z wyrazng preferencjg wobec gtéwnych celéw biologicznych, to jest receptoréw 5-
HTs i D,. Co wiecej, dodatkowe cechy farmakologiczne tego zwigzku mogg by¢ traktowane jako
potencjalnie korzystne i wspierajgce efekty wynikajgce z oddziatywania z gtéwnymi celami
biologicznymi. Na przyktad, blokada osrodkowych receptoréw D; i a; moze miec korzystne znaczenie

terapeutyczne dla pacjentéw z demencjg, co zostato przedyskutowane w rozdziale 2.2.5.

Zwigzek ADN-2013 zostat poddany wstepnym badaniom biodostepnosci in vitro, w ramach panelu

,Bioavailability” oferowanego przez firme Cerep, zawierajgcego oznaczenia: rozpuszczalnosci w
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wodzie, wigzania z biatkami osocza, przenikalnosci na komodrkach Caco-2 oraz stabilnosci
metabolicznej z uzyciem mikrosomow ludzkich. Stwierdzono, ze charakteryzowat sie on dobrg
rozpuszczalnoscia (97,3 mM w buforze PBS o pH 7,4, 200 mM w symulowanym ptynie zotagdkowych
oraz 97,3 mM w symulowanym ptynie jelitowym), wysokim stopniem wigzania z biatkami (> 99%),
akceptowalng stabilnoscig metaboliczng (Tos > 60 min., klirens wewnetrzny < 115,5 mL/min/mg), ale
niska przenikalnoscia na komérkach Caco-2 (0,7 x 10 cm/s). Chociaz wtasciwosci te pozostawiaja

przestrzen do optymalizacji, uzasadniajg przekazanie zwigzku ADN-2013 do badan in vivo.

Dla zwigzku ADN-2013 przeprowadzono wiec badania na szczurach, z uzyciem uznanych procedur
stuzacych identyfikacji zwigzkow o potencjalnej aktywnosci przeciwdepresyjnej (test Porsolt’a) i
przeciwlekowej (test Vogel'a oraz test otwartego pola). Dla poréwnania, w tych samych modelach
przetestowano takze referencyjnego antagoniste receptora 5-HTs, zwigzek SB-271046 oraz

referencyjnego czeSciowego agoniste receptora D,, aripiprazol.

Jako ze celem byto opracowanie kandydatéw na leki przeciw BPSD, wystepujgcych gtéwnie u oséb w
wieku podesztym, test Porsolt’a oraz test otwartego pola zostaty wykonane réwniez na tzw.
szczurach ,starych”, czyli w wieku powyzej 18 miesiecy, obok standardowych badan wykonywanych

na zwierzetach dorostych (ok. 3 miesigca zycia).

We wszystkich zastosowanych procedurach ADN-2013 byt aktywny juz w niskich dawkach. Minimalne
dawki efektywne u szczuréw dorostych wynosity jedynie 1 mg/kg, wskazujac, ze zwigzek byt
odpowiednio biodostepny, takze osrodkowo, aby zapewni¢ znaczace interakcje z gtdwnymi celami
biologicznymi. Tymczasem, chociaz obie substancje referencyjne byty rowniez aktywne w testach
Porsolt’a i Vogel’a, ich minimalne dawki efektywne byty wyzsze, wahajgc sie w przedziale 3-10 mg/kg.
Obserwacja ta sugeruje, ze potgczenie antagonizmu wobec receptora 5-HTg z czesciowym agonizmem
wobec receptora D, w czgsteczce hybrydowej, moze wywotaé efekt synergistyczny, prowadzacy do
zwiekszenia jej potencjatu terapeutycznego, w poréwnaniu z substancjami selektywnymi,
odpowiadajgcymi sktadowym jej mechanizmu dziatania. Co wiecej, ADN-2013 wykazat aktywnos¢ w
tescie Porsolt’a, takze u szczuréw ,starych”, przy tej samej minimalnej dawce efektywnej, co u
zwierzat dorostych (1 mg/kg) oraz w tescie otwartego pola, w dawce jedynie nieco wyzszej (3 mg/kg).
Stwierdzenie aktywnosci zwigzku ADN-2013 u ,starych” zwierzat, jest bardzo istotnym krokiem w
kierunku potwierdzenia ich potencjatu terapeutycznego u pacjentéw w podesztym wieku, do ktérych

terapia ta jest gtéwnie kierowana.

Obnizony apetyt oraz anhedonia smakowa sg jednymi z gtéwnych objawow depresji (Schatzberg i
Nemeroff, 2009). Procedury eksperymentalne oparte na warunkowaniu instrumentalnym

umozliwiajg testowanie wptywu kandydatéw na leki na ztozone odpowiedzi behawioralne, zwigzane
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z codziennymi, przyjemnymi aktywnosciami (Mierzejewski et al., 2008; Radwanska et al., 2008). W
zgodzie z efektem obserwowanym w tescie Porsolt’a, ADN-2013 nasilat naciskanie dzwigni
powigzanej z sacharyng, w tescie samopodawania nagrody naturalnej, u szczuréw dorostych
(minimalna dawka efektywna = 1 mg/kg). Obserwacja ta sugeruje, ze ADN-2013 mogtby by¢
skuteczny w fagodzeniu anhedonii i apatii, ktére czesto towarzyszg epizodom depresyjnym u
pacjentéw w réznym wieku. Co wiecej, ADN-2013 dawko-zaleznie hamowat poszukiwanie sacharyny
w procedurze wygaszania (ekstynkcji), czyli kiedy nagroda naturalna jest nieobecna i naciskanie
dzwigni nie skutkuje jej podaniem. Efekt ten moze by¢ zwigzany z dziataniem prokognitywnym ADN-
2013, wynikajacym z antagonizmu wobec receptora 5-HT. Z jednej strony, nasilenie samopodawania
sacharyny, a z drugiej strony, utatwienie wygaszania niewzmocnionej odpowiedzi, potgczonej z t3
samg nagrodg, sugeruje, ze ADN-2013 nie wywotuje zachowan perseweracyjnych czy tez nasilenia
apetytu na stodycze, lecz raczej obniza anhedonie oraz poprawia elastyczno$¢ poznawczg i

emocjonalna.

Reasumujac, przeprowadzone badania pozwolity na osiggniecie zatozonego celu, to jest opracowanie
zaprojektowanego liganda wielofunkcyjnego, bedgcego antagonistg receptora 5-HTg i czesciowym
agonistg receptora D,, o wyraznej i nasilonej, w stosunku do substancji selektywnych, aktywnosci
farmakologicznej. Efekty przeciwdepresyjne, przeciwlekowe i prokognitywne, obserwowane u
zwierzat z réznych grup wiekowych, swiadczg o potencjale tego typu zwigzkéw jako kandydatéw na

nowe leki w terapii BPSD.
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3. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWYCH

3.1. AKTYWNOSC NAUKOWO-BADAWCZA PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

W czasie studiow farmaceutycznych na Woydziale Farmaceutycznym Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego zainteresowatem sie tematyka poszukiwania substancji biologicznie
aktywnych. W zwigzku z tym, juz na IV roku studidw, podjatem prace w Katedrze Chemii
Farmaceutycznej Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum, na
stanowisku technicznym. Z Katedrg zwigzatem réwniez swoje dalsze plany naukowe, tam obronitem
prace magisterskg pod kierunkiem prof. dr hab. Macieja Pawtowskiego, oraz podjatem prace na
stanowisku asystenta. Poczatkowo moje zainteresowania skupiaty sie na syntezie chemicznej
potagczen o spodziewanej aktywnosci biologicznej, a konkretnie, ztozonych pochodnych
arylopiperazynowych o dziataniu osrodkowym, w szczegdlnosci ligandéw receptoréw
serotoninowych typu 5-HT, i 5-HT,a. Prace syntetyczne prowadzitem w czasie studidéw, oraz juz jako
asystent, co zostato opisane w mojej pracy magisterskiej, oraz w publikacjach oryginalnych (spis prac
naukowych, publikacje D1-D5). Na szczegdlng uwage zastuguje tu publikacja D2 ,New arylpiperazine
5-HT,, receptor ligands containing the pyrimido[2,1-f]purine fragment: synthesis, in vitro, and in vivo
pharmacological evaluation.”, opublikowana w wiodgcym czasopismie w dziedzinie chemii lekéw,
Journal of Medicinal Chemistry (IF,003=4,820). Jeden z otrzymanych przeze mnie zwigzkdéw, opisanych

tam, charakteryzowat sie wyjatkowo korzystng aktywnoscig przeciwdepresyjng i przeciwlekowsa.

Stopniowo moje zainteresowania zaczety jednak ewoluowac¢ w kierunku komputerowych metod
wspomagajacych racjonalne projektowanie substancji leczniczych, opartych na modelowaniu
molekularnym i do chwili obecnej stanowig one gtéwny obszar moich zainteresowan naukowych.
Pierwsze dziatania w tym kierunku podjatem juz w czasie pracy magisterskiej, ktérej czes¢ wykonatem
w Zaktadzie Chemii Lekéw Instytutu Farmakologii Polskiej Akademii Nauk w Krakowie. Kolejnym
krokiem w realizacji tych zainteresowan byfo podjecie stazu naukowego w zakresie modelowania
molekularnego, w Zaktadzie Chemii Lekéw IF PAN, pod kierunkiem prof. Andrzeja Bojarskiego.
Badania w ramach stazu dotyczyly problematyki modelowania oddziatywan pomiedzy receptorami
serotoninowymi a ich ligandami, gtownie z grupy ztozonych pochodnych arylopiperazynowych. W
szczegblnosci byty to zagadnienia zwigzane z badaniami konformacyjnymi fleksyjnych liganddw,
tworzeniem modeli btonowych receptorow metabotropowych, automatycznym dokowaniem
ligandoéw do modeli receptoréw oraz projektowaniem ligandéw w oparciu o strukture receptora.
Moje dziatania przyczynity sie do rozwiniecia nowego rodzaju aktywnosci naukowej w Katedrze
Chemii Farmaceutycznej (modelowanie molekularne), oraz znacznego zintensyfikowania wspétpracy
pomiedzy obydwoma jednostkami naukowymi. Rezultaty badan w dziedzinie modelowania

molekularnego stanowity rowniez cze$¢ mojej pracy magisterskiej oraz zostaty opublikowane w kilku
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publikacjach oryginalnych (publikacje D6-D9). Staty sie one réwniez przedmiotem mojej pracy
doktorskiej, ktéra obronitem z wyrdznieniem w maju 2007 roku pod kierunkiem prof. Andrzeja
Bojarskiego, zatytutowanej , Analiza oddziatywan ligandéw z receptorami serotoninowymi typu

5-HT44 i 5-HT;, metodami modelowania molekularnego”.

Najistotniejszym nurtem moich badan byto w tamtym czasie tworzenie komputerowych modeli
receptorow serotoninowych typu 5-HT;4 i 5-HT;, z uzyciem nowej metodyki, pozwalajgcej na
czesciowe uwzglednienie swobody konformacyjnej miejsca wigzgcego oraz wykorzystujgcej
dtugotancuchowe pochodne arylopiperazynowe o ograniczonej swobodzie konformacyjnej jako
narzedzia wspomagajgce jego modelowanie. Gtdwnymi wnioskami z przeprowadzonych badan byto:
(i) potwierdzenie skutecznosci nowej metodyki w modelowaniu receptoréw btonowych (ii)
stwierdzenie, ze najbardziej prawdopodobng konformacjg bioaktywng dtugotancuchowych
arylopiperazyn w receptorze 5-HT;, jest konformacja rozciggnieta, co korespondowato z obliczeniami
wykonanymi w symulowanym s$rodowisku wodnym, badaniami krystalograficznymi oraz badaniami
NMR (iii) stworzenie modelu farmakoforowego dla antagonistow receptora 5-HT;, w oparciu o
oddziatywania z miejscem wigzgcym modelu oraz (iv) wskazanie kluczowej roli optymalnego
dopasowania do kieszeni wigzacej pomiedzy helisami 7-3 w receptorze 5-HT;, a w szczegdlnosci roli
oddziatywan z fenyloalaning 3.28 i argining 7.36, jako wymogu selektywnosci wobec tego receptora.
Wyniki tych prac zostaty zamieszczone w 2 publikacjach w Journal of Medicinal Chemistry (publikacje

D8, D9). Publikacje te staty sig podstawg przyznania zespotowej nagrody Ministra Zdrowia.

W tamtym okresie nawigzatem wspotprace naukowg z Zaktadem Badan Nowych Lekdéw IF PAN,
kierowanym przez prof. dr hab. Ewe Chojnacka-Wojcik (publikacje D1-D3), Zaktadem Chemii
Organicznej, Instytutu Chemii Organicznej i Technologii Politechniki Krakowskiej, kierowanym przez
prof. dr hab. Piotra Kowalskiego (publikacja D6) oraz Pracownig Spektroskopii NMR Katedry Chemii
Organicznej UJCM. Ponadto, bytem wykonawcy trzech grantéw finansowanych przez KBN/MNiSW
oraz kierownikiem dwadch projektéw naukowych subsydiowanych przez UICM. Bratem réwniez udziat
w projekcie pt. ,Polski lek innowacyjny w terapii cukrzycy typu Il oparty na mechanizmie
oddziatywania poprzez receptor PPARy”, realizowanym przez firme Adamed, polegajacy na
wspomaganiu projektowania zwigzkéw aktywnych technikami komputerowego modelowania

molekularnego.
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3.2. AKTYWNOSC NAUKOWO-BADAWCZA PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych, moja dziatalnos¢ naukowa zwigzana byta
przede wszystkim z badaniami prowadzonymi w ramach projektu ,,Opracowanie innowacyjnego leku
stosowanego w terapii schorzen osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) — schizofrenii, depresji,
leku”. Moim zadaniem, jako kierownika tego projektu, a takie jako osoby odpowiedzialnej za
prowadzenie i rozwdj projektdw innowacyjnych w obszarze neuropsychiatrii w dziale Badan i
Rozwoju Adamed, byto: (1) planowanie kierunkéw badawczych, w oparciu o zapotrzebowanie
medyczne, wiedze naukowg, stan techniki oraz sytuacje rynkows, (2) wyznaczanie gtdwnych i
posrednich celéow projektu, (3) dobdr odpowiednich rozwigzan do ich realizacji, w tym wybdr metod
badawczych oraz wykwalifikowanych wykonawcdw, (4) dobdr i rozwdéj narzedzi badawczych, w tym
modeli molekularnych i zwierzecych, (5) proponowanie rozwigzan technicznych, w szczegdlnosci
wspomagane komputerowo projektowanie nowych substancji biologicznie aktywnych, (6)
koordynowanie wszystkich prac badawczych, obejmujgce rozdziat prac, ocene raportéw okresowych i
koncowych, od etapu in silico, do in vivo oraz sprawozdawczos$¢ wobec sponsorow, (7) szczegtows i
globalng interpretacje wynikéw badan oraz kwalifikacje wybranych innowacyjnych zwigzkéw
chemicznych — kandydatéw na leki do kolejnych etapdw rozwoju, a takze (8) aktywny udziat w
promocji oraz przygotowaniu do komercjalizacji kluczowych wynikéw projektu. Taki zakres
obowigzkéw wymagat znacznego poszerzenia mojej dwczesnej wiedzy i kompetencji. Szczegdlng role
w tym wzgledzie odegrata wspdtpraca naukowa z Zaktadem Farmakologii i Fizjologii Uktadu
Nerwowego Instytutu Psychiatrii i Neurologii w Warszawie, ktéra nawigzalem w roku 2007. Scista
wspotpraca naukowa z prof. dr hab. Przemystawem Biertkowskim, kierownikiem Zaktadu, oraz dr hab.
Pawtem Mierzejewskim, prof. IPiN, ktérzy tgczg kompetencje w obszarze badan farmakologicznych
na zwierzetach z doswiadczeniem w zakresie badan klinicznych, pozwolita mi na znaczne poszerzenie
kompetencji w zakresie farmakologii osrodkowego uktadu nerwowego. Istotng role w poszerzeniu
zakresu moich prac badawczych o planowanie i interpretacje eksperymentéw farmakologicznych in
vivo odegrata takze, nawigzana w 2010 roku, wspdtpraca z Zaktadem Farmacji Klinicznej UICM,

kierowanym przez prof. dr hab. Anne Wesotowska.

Gtéwne cele projektu, poczatkowo skupione wokdét poszukiwania nowych rozwigzan
farmakoterapeutycznych dla 3 najbardziej rozpowszechnionych chordb psychicznych, czyli
schizofrenii, depresji i zaburzen lekowych, z czasem ewoluowaty w kierunku nieco bardziej
niszowego, lecz nie mniej istotnego medycznie, szczegdlnie w Swietle starzenia spofeczenstwa,
problemu behawioralnych i psychologicznych symptomdéw demenc;ji. Z projektu tego, ukoficzonego w
roku 2013, wywiodt sie nowy, zatytutowany ,Opracowanie nowych kandydatéw na leki w terapii

behawioralnych i psychologicznych symptomdéw demencji (BPSD)”, kontynuowany do dzis. Prace te
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zaowocowaty otrzymaniem i przebadaniem ponad 4000 zwigzkdw innowacyjnych, nalezgcych do
kilkunastu chemotypdw, z ktorych ponad 1000 zostato objetych ochrong w ramach 5 krajowych i 5
miedzynarodowych zgtoszen patentowych. Najbardziej zaawansowane w rozwoju kierunki badawcze
zostaty uwzglednione w zgtoszeniach patentowych W02012035123 oraz W02013001499 i weszty w
sktad prac bedacych podstawg ubiegania sie o stopiert doktora habilitowanego (prace habilitacyjne
H3 i H6). Zgtoszenie patentowe WO02012035123, opisujagce pierwszg grupe pochodnych
arylosulfonamidowych, jest bardzo obszerne, obejmuje ponad 300 nowych zwigzkéw korncowych i
mozna w nim wyrdzni¢ 3 gtéwne podgrupy chemiczne, odpowiadajace réznym aktywnosciom
farmakologicznym. Podgrupy pochodnych arylopiperydyny i arylopiperazyny zostaty opisane w
pracach wchodzgcych w sktad habilitacji (H3-H5). Kolejng, bardzo interesujgca podgrupa pochodnych
arylosufonamidowych sg zwigzki zawierajagce w swojej strukturze uktad tetrahydropirydyloindolu
(THPI). Uktad ten zostat inkorporowany z myslg o wprowadzeniu do profilu farmakologicznego, obok
blokady receptoréw 5-HTg i 5-HT;, takze aktywnosci blokujacej transporter serotoninowy (SERT) (van
Hes et al., 2003). Koncepcja tego typu ligandéw wielofunkcyjnych zostata opracowana w oparciu o
synergie pomiedzy blokadg transportera serotoninowego i antagonizmu wobec receptoréw 5-HTg i 5-
HT, w aktywnosci przeciwdepresyjnej (Bonaventure et al., 2007; Hirano et al., 2009; Wesotowska,
2007; Wesotowska et al., 2007). Poza podstawowymi celami terapeutycznymi tych zwigzkéw
hybrydowych, modelowanie ich oddziatywan z receptorami D, i 5-HT;x wskazato na mozliwos$¢
wysokiej aktywnosci wobec tych celéw biologicznych. Zaprojektowano i otrzymano 59 pochodnych z
tej podgrupy, ktére nastepnie zostaty przebadane pod katem powinowactwa i aktywnosci
wewnetrznej wobec szerokiej palety receptoréw monaminergicznych, transportera serotoninowego
oraz kanatu potasowego hERG. Badania te potwierdzity powinowactwo otrzymanych zwigzkéw
wobec receptoréw 5-HT; i ich zdolnos¢ blokowania SERT, a takze dodatkowe korzystne wtasciwosci,
takie jak czesciowy agonizm wobec receptoréw dopaminowych typu D, i serotoninowych typu 5-
HT,.. Potwierdzity takze, zaktadany podczas projektowania struktur, brak istotnego powinowactwa
wobec kanatu hERG czy receptoréow muskarynowych. Zidentyfikowano takzie ciekawg zaleznosc
dotyczacg powinowactwa badanych zwigzkédw wobec receptoréw 5-HTg, a mianowicie, ich aktywnosc
byta odwrotnie proporcjonalna do dtugosci tacznika alkilowego pomiedzy czescig
arylosulfonamidowa i uktadem tetrahydropirydyloindolu, a istotng aktywnoscig blokujgca receptor 5-
HTs charakteryzowaty sie tylko pochodne z tacznikiem etylenowym. Na szczegdlng uwage zastuguje w
tym wzgledzie zwigzek ADN-3682, ktérego powinowactwo (K;) wobec SERT i receptora 5-HTs wynosi
odpowiednio 5 nM i 6,4 nM. Taka kombinacja aktywnosci wyraznie wyrdznia ten zwigzek, oraz jego
najblizsze pochodne o podobnej aktywnosci, na tle stanu techniki. Sposréd pochodnych z tacznikiem

butylenowym, najciekawszy okazat sie zwigzek ADN-3662, w profilu receptorowym ktérego na
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pierwszy plan, oprocz blokady transportera serotoninowego, wysuneta sie aktywnos¢ czesciowo

agonistyczna wobec receptoréow D, (Rycina 3).
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Rycina 3. Wzory strukturalne zwigzkéw ADN-1184 i ADN-2157

Tego typu pofaczenie jest réwniez bardzo interesujgce ze wzgledu na mozliwg synergie pomiedzy
powyzszymi aktywnos$ciami, w zakresie terapii zaburzen nastroju (depresja, choroba afektywna
dwubiegunowa) oraz schorzen z nimi wspodtistniejgcych (zaburzenia lekowe, zaburzenia
przyjmowania pokarmu, uzaleznienia) (Conway et al., 2014; Sheffrin et al., 2009; Worthington et al.,
2005). ADN-3662 charakteryzuje sie szerokg aktywnoscig w: (1) klasycznych modelach aktywnosci
przeciwdepresyjnej, takich jak test zawieszenia za ogon u myszy czy test Porsolt’a u myszy i szczuréw
(MED = 0,312-1,25 mg/kg), (2) aktywnosci przeciwlekowej — test czterech ptytek u myszy i test
Vogel’a u szczuréw (MED = 0,312-1 mg/kg) oraz (3) zaawansowanych modelach opartych na
modulowaniu reakcji instrumentalnej u szczuréw, takich jak wptyw na ekspresje samopodawania
nagrody naturalnej. ADN-3662 nasilat samopodawanie sacharyny u dorostych szczuréw (MED = 3
mg/kg), co dodatkowo potwierdza jego korzystny wptyw na nastrdj, oraz odwracat deficyt
samopodawania sacharyny wywotany haloperidolem (MED = 1 mg/kg). Aktywnos¢ ta moze $wiadczy¢
o potencjale tego zwigzku w terapii wtérnych objawdw negatywnych schizofrenii. Wartym
podkreslenia jest rowniez brak aktywnosci zwigzku ADN-3662 w modelach dziatarh niepozadanych,
takich jak katalepsja (MED > 100 mg/kg), sedacja (MED > 100 mg/kg), czy zaburzenia interakcji
socjalnych (MED > 30 mg/kg). Wyniki wyzej wymienionych badan zostaty, oprocz zgtoszenia
patentowego, przedstawione na miedzynarodowej konferencji chemii medycznej w Lizbonie we
wrzesniu 2014 roku (Wykaz publikacji — pozycja P1), a publikacja je zawierajgca jest aktualnie w

przygotowaniu.

Kolejng grupa zwigzkdédw otrzymanych w ramach projektu, ktdre staty sie przedmiotem ochrony
patentowe] byty arylosulfonamidowe pochodne amin cyklicznych. Zostaty one opisane w zgtoszeniu
patentowym W02013001505 (Wykaz publikacji — pozycja D10). Grupa ta zostata opracowana na
podstawie wynikéw uzyskanych dla pierwszej serii pochodnych arylosulfonamidowych
(W02012035123, H3) jako jej strukturalna modyfikacja. Gtdwnym celem zaprojektowania i

otrzymania tej grupy zwigzkdw, oprécz dywersyfikacji chemicznej, byta cheé¢ ograniczenia
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powinowactwa wobec receptoréw adrenergicznych typu a,. Jak wspomniano wczesniej, blokada tych
receptorow moze wptywac korzystnie na ograniczenie pobudzenia i agresji u pacjentow z demencjg
(Szot et al., 2006; Wang et al., 2009), niemniej jednak moze staé sie rowniez zrodtem dziatan
niepozadanych, szczegdlnie o charakterze hipotonii ortostatycznej lub nadmiernej sedacji. Celem
zatem stato sie uzyskanie zwigzkédw zachowujgcych korzystny profil aktywnosci antagonistycznej
wobec receptorow 5-HTg i 5-HT;, przy jednoczesnie nizszej tendencji do blokady receptoréow a;. W
tym celu, dokonano analizy miejsca wigzacego receptora adrenergicznego o, z uzyciem jego modelu
homologicznego i stwierdzono nieco mniejszg objetos¢ kieszeni wigzgcej w obszarze, w ktérym lokuje
sie facznik alkilowy pochodnych arylosulfonamidowych pierwszego typu. Jest to zwigzane z
obecnoscig tam relatywnie obszernej reszty fenyloalaniny 7.39, ktéra moze utrudnia¢ wigzanie
objetosciowych fragmentéw liganda. Dokonano zatem modyfikacji strukturalnej polegajacej na
przeniesieniu fragmentu cyklicznego usztywniajgcego czgsteczke pierwszego typu pomiedzy aming a
uktadem aromatycznym, lokujgcym sie w kieszeni wigzgcej pomiedzy helisami 4 a 6, pomiedzy amine
a uktad sulfonamidowy, oddziatujgcy z aminokwasami kieszeni wigzacej miedzy helisg 7 a 3
receptora. Spowodowato to lokalizacje obszerniejszego, cyklicznego fragmentu czasteczki w
stosunkowo waskim rejonie miejsca wigzgcego, w sasiedztwie fenyloalaniny 7.39, co miato
negatywnie wptyngé na powinowactwo do receptora a;. Opisana grupa pochodnych zawiera 6
uktadéw centralnych opartych na aminie cyklicznej, takich jak: azetydyna, metyloazetydyna,
pirolidyna, metylopirolidyna, piperydyna i metylopiperydyna. W rejonie uktadu aromatycznego,
podobnie jak w przypadku arylosulfonamidéw pierwszego typu, zastosowano 3 rodzaje uktadéw:
fluorobenzizoksazolopropylowy (analogi pochodnych arylopiperydydyny), indolopropylowy (analogi
pochodnych THPI) oraz zréinicowane fragmenty aryloksyetylenowe (analogi pochodnych
arylopiperazyny). Otrzymana szeroka grupa pochodnych charakteryzowata sie wysokim
powinowactwem do zatozonych celéw biologicznych, w szczegdlnosci receptorow 5-HTg i 5-HT;.
Zgodnie z zatozeniami, pochodne benzizoksazolowe wykazywaty takze wyrazny antagonizm wobec
receptorow 5-HT,, i D, a pochodne indolowe blokade transportera serotoninowego.
Arylosulfonamidy drugiego typu charakteryzowaty sie relatywnie obnizonym powinowactwem wobec
receptora adrenergicznego a;, w poréwnaniu do analogéw arylosulfonamidowych pierwszego typu.
Powinowactwo to jednakowoz nie zostato wyeliminowane, a jedynie wzglednie zredukowane. W tej
grupie zwigzkdw na szczegdlng uwage zastuguje pochodna benzizoksazolowa ADN-1459, wykazujaca

aktywno$¢ przeciwpscyhotyczng, oraz pochodna indolowa ADN-3797 (Rycina 4).
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Rycina 4. Wzory strukturalne zwigzkéw ADN-1459 i ADN-3797 oraz ich powinowactwa do wybranych celéw
biologicznych.

Trzecig serie ligandédw multimodalnych zawierajgcych ugrupowania arylosulfonamidowe oraz
zrdéznicowane fragmenty aryloaminowe opisano w zgtoszeniu patentowym W02013140347 (Wykaz
publikacji — pozycja D11). Zwigzki tu opisane s3g rozwinieciem koncepcji pochodnych przedstawionych
w zgtoszeniu patentowym D10 i ich strukturalnymi analogami, gdzie jako uktad centralny
zastosowano aromatyczny fragment benzylowy. Wsrdéd arylosulfonamidowych pochodnych
benzyloaminy udato sie zidentyfikowac szereg zwigzkéw wykazujgcych wysokie powinowactwo do

receptora 5-HT; oraz D, (Rycina 5).
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Rycina 5. Wzory strukturalne zwigzkéw ADN-3737 i ADN-3725 oraz ich powinowactwa do wybranych celow
biologicznych.

Czes¢ z pochodnych, zawierajgca jako fragment aryloaminowy uktad 4-indoloksyetylenowy,
charakteryzowata sie oryginalnym profilem obejmujacym czesciowy agonizm wobec receptora D,,
potgczony z antagonizmem wobec receptora 5-HTs. Mimo odmiennej budowy chemicznej, pod
wzgledem farmakologicznym  zwigzki te wykazywaly podobiedstwo do pochodnych
indoloaminowych, opisanych w zgtoszeniu patentowym W02013001499 (H6) oraz publikacji H7,
oméwionych w rozdziatach 2.2.6 i 2.2.7. Warto tutaj zauwazyé, ze zgodnie z zatozeniami,

powinowactwo pochodnych benzyloaminowych wobec receptora adrenergicznego a;, zostato jeszcze
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bardziej obnizone. Zwigzki te wykazywaty sie réowniez niskim powinowactwem wobec receptoréw

histaminowych i muskarynowych oraz kanatéw hERG.

W zgtoszeniu patentowym WO02013001498 (Wykaz publikacji — pozycja D12) opisano grupe
zwigzkow, charakteryzujgcych sie zdolnoscig blokady receptoréw monoaminergicznych (gtéwnie D, i
5-HT,,) i napieciowozaleznych kanatéw sodowych Nav1.1-8. Chemicznie zwigzki te sg hybrydami
zawierajgcymi w swej strukturze fragmenty trojcyklicznych neuroleptykdow 1l generacji, takich jak
olanzapina czy kwetiapina oraz uktady imidowe charakterystyczne dla niektérych zwigzkéw o
aktywnosci przeciwdrgawkowej (Kaminski et al., 2011, 2008), potgczone tgcznikiem alkilowym. Na
szczegblng uwage zastuguje tu zwigzek ADN-0076, ktéry charakteryzowat sie bardzo korzystna
aktywnoscig przeciwpsychotyczng, a w szczegdlnosci zdolnoscia do odwracania zaburzen
bramkowania sensomotorycznego wywotanych dizocylping (MK-801) u szczuréw. Zaburzenie to jest
trudne do odwrdcenia dostepnymi lekami przeciwpsychotycznymi, szczegélnie w dawkach nie
wywotujgcych zaburzen pozapiramidowych. Deficyty bramkowania sensomotorycznego s3
charakterystyczne zaréwno dla schizofrenii jaki i innych schorzen, np. fazy maniakalnej choroby
afektywnej dwubiegunowej. Jedng ze strategii terapeutycznych w tych schorzeniach jest leczenie
kombinacja neuroleptyku (antagonisty receptorow monoaminergicznych) i leku
przeciwdrgawkowego (blokujgcego kanaty sodowe). Otrzymane zwigzki oferujg wiec taki mechanizm

dziatania w jednej czgsteczce.

Rownolegle do opracowywania nowych zwigzkéw, w ramach Projektu prowadzono charakterystyke

substancji referencyjnych.

Szczegblng uwage poswiecono zwigzkowi EMD386088, opisywanemu w literaturze jako selektywny
agonista receptoréw 5-HTs, o jedynie umiarkowanym powinowactwie do receptoréw 5-HT; i
stosowanym jako narzedzie farmakologiczne do badania efektéw pobudzenia receptoréow 5-HTg. W
pierwszym etapie prac wykonano badanie profilu funkcjonalnego (agonizm/antagonizm) tego
zwigzku metodami in vitro (Wykaz publikacji — pozycja D13). Badania przeprowadzono réwnolegle na
Wydziale Farmaceutycznym UJCM i w firmie Cerep, z uzyciem dwdch metod detekcji sygnatu
wewnatrzkomérkowego — pomiaru stezenia cyklicznego adenozynomonofosforanu oraz
wewnatrzkomérkowego uwalniania jondw wapniowych. Obie metody wykazaty czesciowy, a nie jak
wczesniej opisywano, petny agonizm zwigzku EMD386088 wobec receptora 5-HTs. To oryginalne
odkrycie wskazato na koniecznosé uwzglednienia nowo opisanego profilu EMD386088 w interpretacji

badan farmakologicznych in vivo z jego uzyciem.

Kolejnym etapem byto okredlenie aktywnosci zwigzku EMD386088 w testach na aktywnosé

przeciwlekowa (Wykaz publikacji — pozycja D14). Badania przeprowadzono z uzyciem uznanych
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modeli zwierzecych — testu podniesionego labiryntu krzyzowego oraz testu konfliktu wg Vogel’a.
EMD386088 wykazat wyrazng aktywnos$¢ anksjolityczng w obu testach, wywotujac efekt o
charakterze ,odwréconego U” (krzywa dzwonowata), uzyskujgc znamienng statystycznie aktywnosc
w dawce 2,5 mg/kg. Efekt ten byt znoszony przez zwigzek SB-271046 — selektywnego antagoniste
receptorow 5-HTs, natomiast nie wykazano interakcji ze zwigzkami modulujagcymi uktad GABA-
ergiczny (diazepam, flumazenil). Swiadczy¢ to moze o bezposrednim powigzaniu obserwowanej

aktywnosci przeciwlekowej z pobudzeniem receptoréw 5-HT przez EMD386088.

Zdobywaniu wiedzy na temat substancji referencyjnych, towarzyszyty takze analizy dotyczace
przydatnosci okreslonych modeli badawczych w wytanianiu nowych kandydatéw na leki. Przyktadem
tego typu badan moze by¢ publikacja przedstawiajgca poréwnanie aktywnosci grupy lekéw
przeciwpsychotycznych w tescie zawieszenia za ogon u myszy (Wykaz publikacji — pozycja D15).
Celem niniejszej pracy byto, z jednej strony okreslenie aktywnosci lekéw referencyjnych, jako
odniesienia do badan nad substancjami innowacyjnymi, a z drugiej strony zbadanie uzytecznosci
samego modelu w selekcji nowych zwigzkéw. Wykazano, ze test zawieszenia za ogon u myszy jest
relatywnie nieczuty na aktywnos¢ przeciwdepresyjng wybranych lekéw przeciwpsychotycznych, o
klinicznie potwierdzonej skutecznosci. Warto jednak zauwazy¢, ze klozapina, ztoty standard w terapii
schizofrenii, o udowodnionym dziataniu przeciwdepresyjnym i najkorzystniejszym wptywie na
redukcje liczby samobdjstw (Meltzer, 2012), wykazywata aktywnos$é w jednym z parametrow testu,
wyrdzniajac sie tym samym na tle pozostatych lekéw. Wyniki te pozostajg w zgodnosci z badaniami
lekéw przeciwpsychotycznych, wykonanych w tescie Porsolt’a u szczurdw, przedstawionych w
publikacji habilitacyjnej H1, gdzie klozapina rdéwniez charakteryzowata sie najkorzystniejszym
profilem aktywnosci przeciwdepresyjnej. W rezultacie mozna stwierdzi¢, ze test zawieszenia za ogon,
mimo stosunkowo niskiej czutosci w wykrywaniu aktywnosci przeciwdepresyjnej lekdéw
przeciwpsychotycznych, moze stanowi¢ cenne narzedzie uzupetniajgce charakterystyke nowych
kandydatéw na leki przeciwpsychotyczne, gdyz wyrazna aktywno$¢ w tym tescie mozie byc

prognostykiem szczegdlnie korzystnego wptywu na nastrdj.

Przeprowadzono réwniez podobne badania, charakteryzujace aktywnosé przeciwlekowg wybranych
lekéw przeciwpsychotycznych w tescie podniesionego labiryntu krzyzowego (Wykaz publikacji —
pozycja S1) oraz wpltyw na zachowania spoteczne i pamieé¢ (Wykaz publikacji — pozycja S2). Na
szczegblng uwage zastuguje tu zdecydowanie wyrdzniajacy sie profil farmakologiczny nowego leku
przeciwpsychotycznego — lurasidonu, ktéry w przeciwienstwie do innych zbadanych lekdéw
przeciwpsychotycznych, nie powodowat zaburzen w tescie eksploracji i rozpoznania socjalnego.
Analizowano takze przydatnosé réznych modeli do badania nowych lekéw pod katem anhedonii oraz

wspotistnienia psychozy i uzaleznienia (Wykaz publikacji, prace D16-D18)
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W zwigzku z zapotrzebowaniem na nowe modele zwierzece BPSD, ktore zblizytyby badania
przedkliniczne do sytuacji klinicznej i usprawnity proces poszukiwania nowych terapii w tym kierunku,
uruchomiono program badan polegajgcych na szerokiej charakterystyce tzw. szczuréw ,starych”,
czyli w wieku powyzej 18 miesiecy. Najistotniejszym dotychczas odkryciem w tym zakresie byto
stwierdzenie wystepowania u czesci tych zwierzat, stabilnych w czasie, spontanicznych potrzasniec
gtowa (ang. head twitches) (Wykaz publikacji — pozycja S3). Spontaniczne potrzgsniecia glowa u
zwierzat dorostych (ok. 3 miesiecy) wystepujg bardzo rzadko i s3 w celach badawczych indukowane
farmakologicznie, z uzyciem agonisty receptordw 5-HT,sapc — zwigzku DOl (2,5-dimetoksy-4-
jodoamfetamina). Model odwracania potrzasnie¢ gtowg wywotanych DOI jest uzywany do badania
antagonizmu wobec receptoréw 5-HT,, i 5-HT,c in vivo oraz moze by¢ traktowany jako jeden z
farmakologicznych modeli psychozy, w tym wypadku o podtozu serotoninowym. Jak wspomniano w
rozdziatach 2.2.2 i 2.2.4, istniejg bowiem przestanki, ze w przeciwienstwie do psychozy w schizofrenii,
gtéwnie o poditozu dopaminowym, w psychozach towarzyszacych demencji wiekszg role moga
odgrywaé zaburzenia w innych uktadach neuroprzekaznikowych, jak serotonina czy glutaminian.
Znamiennym jest, ze pimawanseryna, kandydat na lek przeciw psychozom w chorobie Parkinsona,
bedacy aktualnie w 3 fazie badan klinicznych, jest odwrotnym agonistg receptoréw 5-HT,,. Nalezy
podkresdli¢, ze spontaniczne potrzgsania gtowg u szczuréw ,starych” byty nasilane przez agoniste
receptoréw 5-HT,pc — DOl oraz przez niekompetytywnego antagoniste receptorow
glutaminianergicznych NMDA — dizocilpine (MK-801) oraz dawkozaleznie odwracane przez zwigzki
blokujace receptor 5-HT,,, jak ketanseryna i pimawanseryna, lecz nie przez antagonistow receptora
D, i 5-HT;, co potwierdza jego farmakologiczng specyficznosé. Nasilenie wystepowania
spontanicznych potrzgsnie¢ gtowg byto takze skorelowane z wrazliwoscig na stymulacje motoryczng
indukowang MK-801, stanowigcg uznany model farmakologiczny, uzywany w selekcji zwigzkéw o
potencjalnej aktywnosci przeciwpsychotycznej. Odkrycie wystepowania u czesci ,starych” szczuréw
spontanicznego efektu, mechanistycznie powigzanego z zaburzeniami psychotycznymi u oséb z
demencja, moze by¢ bardzo istotnym krokiem w kierunku modelowania tego schorzenia u zwierzat, o

duzym znaczeniu dla poszukiwania nowych lekéw przeciw BPSD.

Poza projektami ,Opracowanie innowacyjnego leku stosowanego w terapii schorzen osrodkowego
uktadu nerwowego — schizofrenii, depresji, leku” oraz ,,Opracowanie nowych kandydatéw na leki w
terapii behawioralnych i psychologicznych symptoméw demencji (BPSD)” prowadzono wspotprace
naukowg dotyczagca modelowania molekularnego celdw biologicznych i opisu oddziatywan z
ligandami oraz ich komputerowo-wspomaganego projektowania. Oprécz modeli homologicznych
receptorow monoaminergicznych typu 5-HTg, 5-HT;, 5-HT,s i D,, opisanych w rozdziatach 2.2.3 i

2.2.4, szczegblng uwage poswiecono takze studiowanemu wczesniej modelowi receptora 5-HT;, oraz
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transporterowi serotoninowemu. Opisano miedzy innymi sposdb wigzania nowego agonisty
receptora  5-HT;,, zwigzku  ((1-[3-(4-(2-metoksyfenylo)piperazin-1-yl)propyl]-3’,4’-dihydro-2’H-
spiro[imidazolidyn-4,1’-naftalen]-2,5-dion)), nalezgcego do grupy dtugotancuchowych pochodnych
arylopiperazynowych (LCAPs) z 4-podstawionym uktadem hydantoiny w czesci terminalnej o
aktywnosci przeciwdepresyjnej i przeciwlekowej (Wykaz publikacji — pozycja D20). Sposéb wigzania
liganda uwzgledniat oddziatywanie czesci arylopierazynowej z kieszenig wigzacg pomiedzy helisami 4-
6, a uktadu spirohydantoiny - w kieszeni pomiedzy helisami 7-3. Ten sposdb wigzania byt zgodny z
opisanym przez nas wczesniej dla dtugotancuchowych arylopiperazyn o strukturze usztywnionej i
konformacyjne labilnej (Wykaz publikacji — pozycja D9), a odwrotny do proponowanego przez Lopez-
Rodriguez i wsp. (Lopez-Rodriguez et al., 2005, 2002, 2001). Wskazano réwniez, ze ze wzgledu na

lepsze dopasowanie do miejsca wigzgcego, aktywniejszy moze byé izomer R badanego zwigzku.

Podobny sposéb wigzania liganda, obejmujacy oddziatywanie ugrupowania arylopiperazynowego z
kieszenig pomiedzy helisami 4-6 zostat opisany w publikacji poswieconej nowym dtugotaricuchowym
arylopiperazynom, pochodnym metyloksantyny (Wykaz publikacji — pozycja D21). Stwierdzono, ze
uktad puryno-2,6-dionu oddziatywat z kieszenig wigzgcg pomiedzy helisami 7-3, nawigzujac korzystne
energetycznie wigzanie wodorowe pomiedzy grupy karbonylowa zwigzku a resztg amidowg
asparaginy 7.39, w przypadku zwigzkéw z tgcznikiem 4 i 5 weglowym. Krdétsze analogi nie byty w
stanie nawigza¢ tego odziatywania, co moze ttumaczyé wyzisza aktywnos¢ zwigzkéw z dtuzszymi

tacznikami.

W przypadku arylopiperazynowych pochodnych hydroksybenzamidu, zaproponowano ich sposdb
wigzania z receptorami 5-HTi, i 5-HT; (Wykaz publikacji — pozycja D22). Analiza kompleksow
aktywnych w miejscu wigzgcym receptora 5-HT,s pozwolita wyttumaczyé wyzszg aktywnosc
pochodnych z ugrupowaniem amidowym w pozycji meta, co wynikato z mozliwosci nawigzania przez
to ugrupowanie wigzan wodorowych takze z tancuchami bocznymi glutaminy 2.62 oraz tryptofanu
7.40, a nie tylko z asparaging 7.39, jak to miato miejsce w przypadku analogéw orto. Optymalna
dtugos¢ tacznika alkilowego wynosita 4 atomy (mostek oksypropylenowy) i, podobnie jak w
przypadku pochodnych metyloksantynowych, jego skrdcenie skutkowato spadkiem aktywnosci, w
zwigzku z utratg mozliwosci wigzania wodorowego z asparaging 7.39. W receptorze 5-HT; pochodne
hydroksybenzamidu nawigzywaty mniejszg ilo$¢ oddziatywan specyficznych, co moze ttumaczy¢ ich
generalnie nizsze powinowactwo wobec tego podtypu receptora. Relatywnie najsilniejsze wigzanie
zwigzku podstawionego pierscieniem fenylowym przy uktadzie benzamidowym, wyttumaczono
mozliwoscig tworzenia korzystnych oddziatywan hydrofobowych z wystepujacg w pozycji 7.39
lipofilowg leucyng (zamiast zdolnej do tworzenia wigzan wodorowych asparaginy w receptorze 5-

HT1a).
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Ciekawym przyktadem konstruowania ligandéw wielofunkcyjnych, z uzyciem modelowania
molekularnego, jest praca poswiecona nowym zasadom Mannicha, pochodnym hydantoiny (Wykaz
publikacji — pozycja D23). W oparciu o analize budowy miejsca wigzgcego transportera
serotoninowego, z uzyciem jego modelu homologicznego, sposéb wigzania referencyjnych
inhibitoréw oraz analize oddziatywan nowych struktur, zaproponowano modyfikacje chemiczne
otrzymanych wczesniej ligandow receptora 5-HTy,, pochodnych hydantoiny (opisanych w publikacji
D20), w celu uzyskania powinowactwa réwniez do transportera serotoninowego. Skrdcenie tgcznika
alkilowego z 3 do 1 wegla oraz zwiekszenie swobody konformacyjnej podstawnika arylowego w
pozycji 5 uktadu hydantoiny, pozwolito na uzyskanie zwigzkéw o istotnym powinowactwie, zaréwno
wobec receptora 5-HTy, jaki i transportera serotoninowego. Jako kluczowe dla uzyskania
oddziatywan z transporterem serotoninowym, uznano odpowiednie dopasowanie fragmentu
aromatycznego do kieszeni hydrofobowej tworzonej przez leucyne 99, tryptofan 103, tyrozyne 176,
izoleucyne 179, fenyloalanine 335 oraz tancuch alifatyczny argininy 104. Analiza profilu
funkcjonalnego oraz badanie oddziatywan z innymi celami biologicznymi, pozwolity stwierdzi¢, ze
otrzymane zwigzki sg cze$ciowymi agonistami receptora 5-HT,, oraz antagonistami receptora 5-HT,a.
Oba te efekt mogg dawaé synergie z blokadg transportera serotoninowego, polegajacg na
przyspieszeniu wystgpienia efektu przeciwdepresyjnego (Dawson i Watson, 2009; Rickels et al.,
2009). Ponadto charakteryzowaty sie one niskim powinowactwem do receptoréw adrenergicznych
o3, a najaktywniejszy ze zwigzkéw wykazywat efekt przeciwdepresyjny w tescie Porsolt’a, bez

towarzyszacej sedacji.

Po uzyskaniu stopnia doktora bratem réwniez udziat jako wykonawca w kilku grantach naukowych,

finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki.

W ramach grantu NCN nr 5887/B/P01/2011/40 stwierdzono, ze zolpidem, krdtko dziatajgcy lek
nasenny z grupy niebenzdiazepinowych agonistéw miejsca benzodiazepinowego receptora GABA-A,
wywotuje u szczurdw katalepsje, podobng do tej wywotywanej przez leki przeciwpsychotyczne,
blokujgce receptory D,, jak np. haloperidol (Wykaz publikacji — pozycja D24). Stato sie to przestanka
do zbadania zolpidemu w zwierzecych modelach aktywnosci przeciwpsychotycznej (Wykaz publikacji
— pozycja S4). Wyrazne dziatanie przeciwpsychotyczne zolpidemu, wystepujace w dawkach nizszych
niz katalepsja i sedacja, wskazaty na mozliwos¢ znalezienia nowych zwigzkdéw o potencjalnej
aktywnosci przeciwpsychotycznej, o innym niz dotychczas mechanizmie dziatania, opartym na
oddziatywaniu z uktadem GABA-ergicznym. Krétki czas dziatania zolpidemu, bedacy jego zaletg jako
leku wprowadzajgcego w sen, jest wtasciwoscig niekorzystng w przypadku rozwazania aktywnosci
przeciwpsychotycznej. W zwigzku z tym, zaprojektowano serie fluorowanych pochodnych zolpidemu,

o potencjalnie dtuzszym czasie dziatania. Ws$réd otrzymanych zwigzkéw znaleziono takie,
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zachowujace wysoka aktywnos$¢ pobudzajacg receptor GABA-A, poprzez oddziatywanie z miejscem
benzodiazepinowym, ale charakteryzujacych sie wyzszg stabilnoscig metaboliczng od leku

wyjsciowego (Wykaz publikacji — pozycja P2).

Udato mi sie takze zaprojektowac grupe ligandéw receptora adrenergicznego a,, o potencjalnym
wplywie obnizajgcym mase ciata (grant NCN nr DEC-2011/03/B/NZ7/00635, Wykaz publikacji —
pozycja P3), oraz serie ligandéw wielofunkcyjnych, blokujacych receptory 5-HTg i cholinoesterazy, o

spodziewanej synergistycznej aktywnosci prokognitywnej, w chorobie Alzheimer’a (grant MNiSW nr

IP2012 063272).

Nowo otrzymane zwigzki s aktualnie poddawane szerokiej charakterystyce farmakologicznej in vitro

iin vivo.
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