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1. INFORMACJE PODSTAWOWE

1.1 Dane osobowe

EwA SZYMANSKA

Miejsce zatrudnienia:

Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych

Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum

1.2 Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

2005

1995

Stopien doktora nauk farmaceutycznych

Rozprawa doktorska pt. “Synteza i badania nad aromatycznymi pochodnymi
hydantoiny o spodziewanym dzialaniu przeciwgruzliczym”, 17.01.2005
Promotor: prof. dr hab. Katarzyna Kie¢-Kononowicz

Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych Uniwersytet
Jagiellonski Collegium Medicum

Magister chemii

Praca magisterska pt. ,,Charakterystyka wlasciwosci warstwy adsorpcyjnej na
powierzchni wodnych roztworow mieszanych alkoholu propylowego i wybranych
kwasoéw alifatycznych”, 14.06.1995

Promotor: prof. dr hab. Maria Paluch

Zaktad Chemii Fizycznej 1 Elektrochemii, Wydziat Chemii Uniwersytet
Jagiellonski

1.3 Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2008-0becnie

2005-2008

1997-2005

1995-1997

adiunkt
Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych Uniwersytet
Jagiellonski Collegium Medicum

stypendium po-doktorskie, 3-letni staz naukowo-dydaktyczny Department
of Medicinal Chemistry; Faculty of Pharmacy University of Copenhagen,
Copenhagen, Denmark

asystent naukowo-dydaktyczny
Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych Uniwersytet
Jagiellonski Collegium Medicum

pracownik naukowo-techniczny
Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych Uniwersytet
Jagiellonski Collegium Medicum
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2. OSIAGNIECIE NAUKOWE STANOWIACE POSTAWE HABILITACJI

(wynikajace z art.16 ust.2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, Dz.U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz.U. z 2016 r. poz. 1311)

2.1 Tytul osiagniecia naukowego

Badanie oddzialywan pochodnych fenyloalaniny z jonotropowymi
receptorami glutaminianergicznymi — synteza, badania farmakologiczne
I strukturalne

2.2 Wykaz publikacji wchodzacych w sklad osiagni¢cia naukowego

P1.

P2.

P3.

P4.

P5.

E. Szymanska, D.S. Pickering, B. Nielsen, T.N. Johansen; 3-Substituted phenylalanines as
selective AMPA- and kainate receptor ligands; Bioorg. Med. Chem. 2009, 17, 6390-6401.
doi: 10.1016/j.bmc.2009.07.021.

IF (2009): 2,822; MNiSW: 20 pkt.

E. Szymanska, K. Frydenvang, A. Contreras-Sanz, D.S. Pickering, E. Frola, Z.
Serafimoska, B. Nielsen, J.S. Kastrup, T.N. Johansen; A new phenylalanine derivative acts
as an antagonist at the AMPA receptor GIuA2 and introduces partial domain closure:
Synthesis, resolution, pharmacology, and crystal structure; J. Med. Chem. 2011, 54, 7289-
7298. doi: 10.1021/jm200862h.

IF (2011): 5,248; MNiSW: 45 pkt.

R. Venskutonyte, K. Frydenvang, E. Valades, E. Szymanska, T.N. Johansen, J.S. Kastrup,
D.S. Pickering; Structural and pharmacological characterization of phenylalanine-based
AMPA receptor antagonists at kainate receptors; ChemMedChem 2012, 7, 1793-1798. doi:
10.1002/cmdc.201100599.

IF (2012): 2,835; MNiSW: 35 pkt.

E. Szymanska, P. Chalupnik, K. Szczepanska, A.M. Cufiado Moral, D.S. Pickering, B.
Nielsen, T.N. Johansen, K. Kie¢-Kononowicz; Design, synthesis and structure-activity
relationships of novel phenylalanine-based amino acids as kainate receptors ligands;
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2016, 26, 5568-5572. doi: 10.1016/j.bmcl.2016.09.075.

IF (2016): 2,454; MNiSW: 25 pkt.

E. Szymanska, K. Frydenvang, D.S. Pickering, C. Krintel, B. Nielsen, A. Kooshki, L.G.
Zachariassen, L. Olsen, J.S. Kastrup, T.N. Johansen; Studies on aryl-substituted
phenylalanines: Synthesis, activity, and different binding modes at AMPA receptors;
J. Med. Chem. 2016, 59, 448-461. doi: 10.1021/acs.jmedchem.5b01666.

IF (2016): 6,259; MNiSW: 45 pkt.
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P6. E. Szymanska, B. Nielsen, T.N. Johansen, A.M. Cunado Moral, D.S. Pickering, K.
Szczepanska, A. Mickowska, K. Kie¢-Kononowicz; Pharmacological characterization and
binding modes of novel racemic and optically active phenylalanine-based antagonists of
AMPA  receptors; Eur. J. Med. Chem. 2017, 138, 874-883. doi:
10.1016/j.ejmech.2017.07.007.

IF (2016): 4,519; MNiSW: 40 pkt.

P7. E. Szymanska, P. Chalupnik, T.N. Johansen, B. Nielsen, A.M. Cuflado Moral, D.S.
Pickering, A. Wieckowska, K. Kie¢-Kononowicz; Aryl- and heteroaryl-substituted
phenylalanines as AMPA receptor ligands; Chem. Biol. Drug Des. 2017, in press, doi:
10.1111/cbdd.13048.

IF (2016): 2,396; MNiSW: 25 pkt.

Do wniosku o wszczecie postgpowania habilitacyjnego zatagczono kopie wszystkich prac
wchodzacych w sktad monotematycznego cyklu publikacji (ZALACZNIK 4) oraz o$wiadczenia
gléwnych wspotautorow, okreslajace indywidualny wkiad kazdego z nich w powstanie pracy
(ZALACZNIK 5). Udziat wlasny w powstanie kazdej pracy wchodzacej w monotematyczny cykl
publikacji stanowiacych podstawe habilitacji zostal szczegotowo opisany w ZALACZNIKU 6,
pkt I czes¢ B. W pracach P4, P6 i P7 bytam autorem korespondujgcym.

Analiza bibliometryczna w/w prac, przeprowadzona przez Bibliotek¢ Medyczng UJ CM (z dn.
11.07.2017r.) wedlug listy Journal Citation Reports zgodnie z rokiem opublikowania, wykazata
nastepujaca taczng punktacje prac wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego
(ZALACZNIK 7):

Sumaryczny Impact Factor: 26,533
MNISW: 235 pkt.

Badania naukowe opisane w publikacjach stanowigcych podstawe habilitacji prowadzone byly
w oparciu o $rodki finansowe uzyskane:

e w ramach grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW N N405 303936)
e wramach grantu Opus Narodowego Centrum Nauki (NCN 2014/15/B/NZ7/00908)

e w ramach projektow Badan Wtasnych i Statutowych - dotacja podmiotowa MNiSW na
utrzymanie potencjatu badawczego

We wszystkich wymienionych projektach petitam role kierownika (ZALACZNIK 6, pkt Il
czes$e ).
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3. PREZENTACJA WYNIKOW STANOWIACYCH PODSTAWE HABILITACJI

3.1 Wprowadzenie

Choroby moézgu sg obecnie jednymi z najpowazniejszych schorzen, z jakimi zmaga si¢ ludzkosc.
Jak wynika z ostatniego raportu organizacji European Brain Council, w samej Europie stanowig
one ok. 35% wszystkich zachorowan [1]. Szacuje sig, ze ok. 179 milionéw Europejczykow cierpi
na choroby mozgu, a widoczny wzrost czgstosci wystepowania tych schorzen jest w duzej mierze
zwigzany z ogélnym starzeniem si¢ ludzkiej populac;ji.

Pojecie ,,choroby mézgu” jest bardzo obszerne. Obejmuje ono zarowno choroby neurologiczne,
takie jak choroba Alzheimera, choroba Parkinsona, plasawica Huntingtona, stwardnienie
zanikowe boczne (ALS), udar, epilepsja, migreny czy neuropatia, jak i szereg chordb i zaburzen
psychicznych, takich jak depresja, schizofrenia lub lgk. Wspoétczesne kierunki leczenia tego typu
zaburzen skupiaja Si¢ migdzy innymi na modyfikacji patomechanizmow zaangazowanych
W rozwdj procesow otepiennych. Podstawowag rolg w procesach zwigzanych z pamigcia
I uczeniem odgrywa hipokamp i kora mozgu, obszary, w ktorych stwierdzono znaczne
zageszczenie neuronéw glutaminianergicznych.! Sa one stymulowane przez kwas glutaminowy
(a wlasciwie jego anion, glutaminian) - gléwny neuroprzekaznik pobudzajacy w mozgu.
Glutaminian (Glu) oddziatuje z dwiema odr¢bnymi rodzinami receptorow: jonotropowymi,
odpowiedzialnymi za szybka neurotransmisje sygnalu czynnoSciowego w mozgu oraz
metabotropowymi, posredniczacymi w wolnej neurotransmisji.

Jonotropowe receptory glutaminianergiczne, do ktérych zaliczy¢ mozna receptory NMDA,
AMPA i kainowe KA (nazwy pochodzg od selektywnych agonistow poszczegdlnych receptorow),
sa zwigzane z kanatami jonowymi przepuszczalnymi dla jonow Na*, K* i Ca?*. Odgrywaja one
istotng role w procesach plastycznosci synaptycznej mézgu. W wyniku ich aktywacji, poprzez
wzrost stezenia jonéw wapnia i aktywacje kinaz biatkowych, w neuronie uruchomione zostaja
tzw. zjawiska LPT (dlugotrwate wzmocnienie synaptyczne) oraz LTD (dlugotrwale hamowanie
synaptyczne), prowadzace do zmian czynnosciowych synapsy. Obecnie zjawiska te uwazane sg za
komoérkowe podtoze neuronalnych zmian rozwojowych oraz procesOw uczenia si¢ i pamigci [2,
3]. Z drugiej strony, zaburzenia dotyczace dziatania uktadu glutaminianergicznego prowadza do
szeregu powaznych schorzen, obejmujgcych zar6wno choroby neurologiczne jak i psychiczne.
U podloza wielu z nich lezy zjawisko ekscytotoksycznosci, polegajace na nadmiernym

pobudzeniu receptorow jonotropowych przez podwyzszony poziom glutaminianu, co prowadzi do

1'W niniejszym opracowaniu przyjeto okreslenie ,,glutaminianergiczny” jako zwigzany z przekaznictwem kwasu
glutaminowego na podstawie: W. Kostowski, Psychiatria (2004) 1, 63-71 oraz J. Vetulani, Psychogeriatria Polska
(2008) 5, 1-13. W literaturze polskiej funkcjonuja rowniez terminy ,,glutaminergiczny” lub ,,glutamatergiczny”



Zatqcznik nr 2: AUTOREFERAT | Ewa Szymanska

niekontrolowanego wzrostu stezenia jonow wapnia w komorce. Nadmiar wapnia uruchamia
proces aktywacji licznych enzyméw uszkadzajgcych struktury komoérkowe i DNA, co
w konsekwencji powoduje $mier¢ neuronu [2, 3].

Zjawisko ekscytotoksycznosci neuronalnej jest jedng z bezposrednich przyczyn powstawania
zmian zwyrodnieniowych w o$rodkowym uktadzie nerwowym. Stwierdzono, ze towarzyszy ono
mi¢dzy innymi udarom i urazom moézgu, chorobom neurodegeneracyjnym osrodkowego uktadu
nerwowego, stanom padaczkowym, oraz, ze moze by¢ aktywowane przez liczne patogeny, m.in.
niedokrwienie miejscowe (ischemia), niedotlenienie krwi (hypoxia), hipoglikemia, patogeny
wirusowe i bakteryjne, metale toksyczne, stres, choroby autoimmunologiczne i nadmiar wolnych
rodnikow [4].

Opisana powyzej rola jonotropowych receptorow kwasu glutaminowego Ww inicjowaniu
ekscytotoksycznosci sprawita, ze receptory te staly si¢ w celem farmakologicznym
W poszukiwaniu zwigzkow prokognitywnych, a takze w terapii niektérych zaburzen
neurologicznych. Poczatkowe poszukiwania koncentrowaly si¢ na zwigzkach hamujacych
receptory NMDA. Badania wykazaly, ze antagoniSci tego receptora zapobiegaja indukowanej
przez kwas glutaminowy neurotoksycznosci, jednak po zastosowaniu zwigzkéw o wysokim
powinowactwie (fencyklidyna, dizocilpina) stwierdzono, ze moga one wywotywac silne dziatania
niepozadane - efekty psychozomimetyczne, zaburzenia pamigci i koordynacji ruchowej. Efekty te
silnie ograniczaja przydatnos¢ kliniczng antagonistow NMDA. Stosowane obecnie w leczeniu
zwiazki, ktorych mechanizm dziatania (lub jeden z mechanizméw dziatania) polega na inhibicji
kanatéw jonowych NMDA, to memantyna (w chorobie Alzheimera), amantadyna (w chorobie
Parkinsona), riluzol (w stwardnieniu zanikowym bocznym), ketamina, pochodna fencyklidyny
(szybko dziatajacy S$rodek w znieczuleniu ogdlnym) oraz felbamat (lek przeciwpadaczkowy
stosowany w przypadkach zespotu Lennoxa-Gastauta, nie zarejestrowany w Polsce) [5, 6].

W ostatnich latach zainteresowanie naukowcow skupito si¢ takze na pozostatych jonotropowych
receptorach kwasu glutaminowego, tzw. receptorach non-NMDA, do ktoérych zalicza si¢ receptory
AMPA i kainowe. Duze nadzieje rokuja zwlaszcza pozytywne modulatory allosteryczne (PAM)
oraz kompetycyjni lub niekompetycyjni antagonisci tych receptoréw. Liczne doniesienia
literaturowe wskazuja na potencjalne zastosowanie PAM receptorow AMPA w leczeniu choroby
Alzheimera, depresji, schizofrenii, a takze $piaczki, ostrej depresji oddechowej i ADHD [2, 7-13].
Z drugiej strony, zwiazki o charakterze antagonistow receptorow AMPA i kainowych wykazaly
w badaniach aktywno$¢ neuroprotekcyjng w schorzeniach takich jak stwardnienie zanikowe
boczne (ALS), udar niedokrwienny mozgu i parkinsonizm oraz aktywnos$¢ przeciwbolowsg

w modelach bélu neuropatycznego, pooperacyjnego i u pacjentdéw ze stanami migrenowymi [7,

5
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10, 14, 15]. Od kilku lat intensywnie badana jest takze aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa
kompetycyjnych i niekompetycyjnych antagonistow receptorow AMPA i kainowych [7, 8, 16,
17]. Stwierdzono, ze zwiazki te posiadaja interesujacy potencjal terapeutyczny, nie powodujg
bowiem efektow behawioralnych i psychozomimetycznych, czesto obserwowanych w przypadku
antagonistow receptorow NMDA [8]. Zainteresowanie ligandami receptorow AMPA/KA znalazto
swOj wyraz w badaniach klinicznych (Tabela 1), a pierwszy selektywny niekompetycyjny
antagonista receptorOw AMPA — perampanel (Fycompa, Eisai) zostal wprowadzony na rynek
w Unii Europejskiej w 2012 roku jako lek przeciwpadaczkowy wspomagajacy w leczeniu
napadow cz¢$ciowych. Nalezy tu dodac, ze niekompetycyjne hamowanie receptorow AMPA
i kainowych jest najprawdopodobniej jednym z mechanizmow przyczyniajacych si¢ do dziatania
innego leku przeciwdrgawkowego — topiramatu, stosowanego w terapii epilepsji i stanow

migrenowych [18].

Tabela 1. Zwigzki o charakterze kompetycyjnych i niekompetycyjnych antagonistow receptorow AMPA/KA
w badaniach klinicznych - 2006-2017 [19]."

Zaburzenie Cel/mechanizm Lek Faza badan
ant. komp. AMPA/GIuK1 LY 467711 I (ukoncz.2008)
Bol neuropatyczny ant. komp. AMPA/KA NS 1209 II (ukoncz.2007)
ant. niekomp. AMPA Perampanel 11 (2015-0becnie)
ant. komp. AMPA/GIuK1 Tezampanel II (ukoncz.2007)
Migrena ant. komp. AMPA Selurampanel II (ukoncz.2010)
ant. niekomp. AMPA Perampanel II (ukoncz.2006)
Udar mézgu ant. komp. AMPA ZK 200775 Il (nie kont.)
ant. komp. AMPA Becampanel I (ukoncz.2011)
ant. komp. AMPA Selurampanel I (ukoncz.2012)
S ant. komp. AMPA NS 1209 11 [9]
Epilepsja . ,
ant. niekomp. AMPA Talampanel II (ukoncz.2006)
. wprowadzony na
ant. niekomp. AMPA Perampanel rynek 2012
ant. niekomp. AMPA Talampanel I (ukoncz.2006)
S:fl:;l')szna ant. niekomp. AMPA Perampanel M1 (ukoncz.2008)
ant. niekomp. AMPA Topiramate II (ukoncz.2007)
Stw_ardmeme ant. niekomp. AMPA Talampanel 1T (ukoncz.2010)
zanikowe boczne
Zespol Zale%nosc' ant. niekomp. AMPA Perampanel 11 (2016-obecnie)
alkoholowej
Ssr;:;nlczne szumy ant. komp. AMPA Selurampanel II (ukonicz.2012)

* zastosowane skroty: ant. komp. = antagonista kompetycyjny, ant. niekomp. = antagonista niekompetycyjny

W ciagu ostatnich lat szczegdlng uwage badaczy przyciagaja zwiazki dzialajace selektywnie na
poszczegolne typy jonotropowych receptorow kwasu glutaminowego [20-23]. Wiele zespotow

badawczych opisuje osiaggni¢cie pozadanej selektywnos$ci farmakologicznej ligandéw pomiedzy
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receptorami NMDA a receptorami AMPA/KA. Ze wzgledu jednak na wysokie podobienstwo
struktury w zakresie kieszeni wigzacej receptoréw AMPA 1 kainowych, wickszo$¢ ligandow
wigzacych si¢ do miejsca ortosterycznego wykazuje réwnoczesne powinowactwo do obu typow

receptorow.

3.2 Podzial i budowa receptorow AMPA/KA

Wszystkie jonotropowe receptory glutaminianergiczne funkcjonuja w osrodkowym uktadzie
nerwowym jako tetramery: homomery lub heteromery zbudowane z dwoéch par identycznych
podjednostek. Zidentyfikowano cztery podjednostki tworzace receptory AMPA: GluAl-4 (wg
starego nazewnictwa: GluR1-4), oraz pi¢¢ podjednostek mogacych wejs¢ w sktad receptorow KA:
podjednostki GluK1-5 (wg starego nazewnictwa: GIuR5-7, KA1, KA2) [24]. Receptory o réznym
sktadzie podjednostkowym cechujg si¢ zréoznicowanym rozmieszczeniem w OUN oraz r6znymi
wlasciwo$ciami farmakokinetycznymi.
W budowie kazdej z podjednostek, liczacej ok. 900 aminokwasow, wyrdézni¢ mozna (Rys. 1) :

1. tancuch wewnatrzkomoérkowy z koncem kwasowym (CTD — ang. carboxy-terminal

domain)

2. domeng transblonowg (TMD — ang. transmembrane domain), skladajaca si¢ z trzech
segmentow transblonowych (M1, M3 i M4), z ktorych pierwszy i drugi przedzielone sg
wewnatrzmembranows petla (M2). Fragmenty M2 czterech podjednostek receptora tworza

,,Scianki” kanatu jonowego

3. zewnatrzkomorkowa domene wigzaca neuroprzekaznik oraz ligandy kompetycyjne (tzw.

ortosteryczna kieszen wigzaca, LBD — ang. ligand-binding domain)

4. zewnatrzkomorkowa domeng z konicem aminowym (ATD — ang. amino-terminal domain)
[14, 25].

Receptory AMPA, pehiace podstawowa role w szybkim przekaznictwie synaptycznym, sa
hetero- lub homomerycznymi oligomerami obecnymi w calym OUN. W wyniku
potranskrypcyjnej modyfikacji mRNA, kazda z podjednostek receptorow AMPA moze
wystepowa¢ w dwoch wariantach, zwanych ,flip” 1 ,,flop”, réznigcych si¢ fragmentem 38
aminokwasoéw w obrebie petli pomiedzy segmentami M3 1 M4. Wystepowanie réznic pomiedzy
tymi formami wptywa na kinetyke i czas desensytyzacji kanatu jonowego [23, 26]. Dodatkowo,
podjednostka GluA2 moze wystepowaé w postaci dwdch izoform, rdéznigcych sie tzw. miejscem
Q/R (glutamina /arginina) na pe¢tli wewngtrzmembranowej M2, tworzacej kanat dla jonow [27].

Zmiana w regionie Q/R ma duze znaczenie dla przepuszczalnosci kanatu jonowego dla jonow
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wapniowych — stwierdzono, iz receptory zawierajace podjednostki GluA2(R) posiadajace w tym
regionie argining, charakteryzuja si¢ zmniejszonym przewodnictwem jonowym 1 nie
przepuszczaja jonow Ca®’, w przeciwienstwie do pozostatych podjednostek GluAl, GluA3,

GluA4 oraz GIuA2(Q) [8, 13, 28, 29].

Amino- NH2
terminal
domain
D2 D1
Competitive
Ligand ;
2 antagonists
binding .@ ~
domain -
8
S1-M% antagonists
S2-M4 ]
Linker +
Trans- 3 M1
membrane
domain
\j Carboxy-

terminal

COOH domain 150 A

Rys. 1. A) Struktura podjednostki receptora AMPA Ilub KA [8]; B) Struktura krystaliczna szczurzego
homomerycznego receptora GIuA2 (PDB ID: 3KG2) [30].

Receptory kainowe sg obecne w wielu strukturach OUN, gtéwnie w hipokampie, gdzie petnig role
regulujaca w transmisji synaptycznej [31, 32]. Podjednostki GluK1-3 moga tworzy¢ funkcjonalne
receptory homo- lub heteromeryczne, badz taczy¢ sie¢ z podjednostkami GluK4 lub GIuKb.
Podobnie, jak w przypadku receptorow AMPA, podjednostki GluK1 i GluK2 wystepuja w dwoch
wariantach miejsca Q/R petli wewnatrzmembranowej M2, przy czym receptory posiadajgce
W tym regionie arginine s3 nieprzepuszczalne dla jonow Ca?* [33]. Receptory posiadajace
w swym sktadzie GluK3 sg najmniej liczne i charakteryzujg si¢ nizszym powinowactwem kwasu
glutaminowego w poréwnaniu z innymi receptorami AMPA i KA [33, 34].

Terapeutyczna rola poszczegoélnych podjednostek receptoréw AMPA i1 KA nie jest dokladnie
poznana, glownie ze wzgledu na brak selektywnych narz¢dzi farmakologicznych. Ostatnie
badania z wykorzystaniem selektywnych antagonistow podtypu receptorow GluK1l wykazaty
wysoki zwigzek tych receptoréw z plastycznoscig synaptyczng hipokampa oraz potencjalne
zastosowanie takich antagonistow w terapii bolu, epilepsji, migreny, niedokrwiennego udaru

I chorob neurodegeneracyjnych [11, 13, 34-36].

Biorgc pod uwage duzy wklad badan strukturalnych i rentgenograficznych w pracach
stanowigcych dorobek habilitacyjny, niezbednym wydaje si¢ poszerzenie rozdziatu dotyczacego

budowy i funkcjonowania receptorow AMPA (i kainowych).
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Przetomem w dyscyplinie badan strukturalnych receptoréw jonotropowych kwasu glutaminowego
statlo si¢ uzyskanie stabilnych, rozpuszczalnych w wodzie bialek rekombinowanych,
odpowiadajgcych wydzielonemu fragmentowi kieszeni wigzacej LBD. Badania strukturalne oraz
badania powinowactwa zwigzkow referencyjnych pokazaty wysoki stopien podobienstwa
rekombinowanych biatek LBD w pordwnaniu z pelnymi receptorami blonowymi. Bialka takie
uzyskano mi¢dzy innymi dla podjednostek GIuA2 [37], GIUA3 [38], GluA4 [39], GIuK1 [40, 41]
i GluK2 [41]. Opublikowane w ostatnich latach liczne struktury krystaliczne LBD r6znych
podjednostek, wykrystalizowanych z szeregiem zwigzkéow matoczasteczkowych (agonistow,
kompetycyjnych antagonistow i modulatorow allosterycznych) [42, 43], a takze struktury pelnego
szczurzego receptora homomerycznego GIluA2 [30], znacznie przyczynily si¢ do wzrostu wiedzy
na temat mechanizmu dziatania receptorow i sposobu wigzania ligandow.

Jak juz powiedziano, funkcjonalne receptory AMPA maja budowg¢ homo- lub heteromeryczna,
przy czym te ostatnie zbudowane s3 =z dwodch par identycznych podjednostek.
Zewnatrzkomorkowe domeny ATD i LBD sg zorganizowane warstwowo i tworzg tzw. dimery
dimerow (Rys. 2).

Pozostajacy w blonie komorkowej receptor w stanie nieaktywnym (tzw. apo — w stanie
niezwigzanym) znajduje si¢ w konformacji, w ktorej fragmenty transbtonowe poszczegdlnych
podjednostek sa do siebie zblizone i kanal jonowy jest zamknigty. Przylaczenie agonisty (np.
glutaminianu) powoduje obrot catego segmentu D2 miejsca wigzacego W Kierunku D1
(,,zamkniecie” kieszeni wigzacej), oddalenie od siebie linkeréw taczacych LBD i TMD
W poszczegdlnych podjednostkach i otwarcie kanalu jonowego (Rys.?2). Po jakim$ czasie
nastepuje reorientacja na powierzchni styku dimeréow w domenie LBD, co powoduje zmiang
konformacji calego tetramerycznego receptora i ponowne zamknigcie kanatu jonowego pomimo
zwigzanego w LBD agonisty. Zjawisko to nosi nazwe¢ desensytyzacji. Zwigzanie antagonisty
kompetycyjnego powoduje niewielka zmiane konformacji domeny LBD w poréwnaniu

Z agonisty; stabilizuje konformacje¢ ,,otwarta” fragmentow D1 1 D2 i zamkniety kanat jonowy.

a b Closure of € Reorientation of
glutamate-binding pocket dimer interface

Channel
desensitized

Rys. 2. Zmiany konformacyjne receptora AMPA podczas aktywacji i desensytyzacji receptora (dla uproszczenia
pomini¢to domeny ATD i CTD) [44].
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Zmiany konformacyjne zachodzace w kieszeni LBD towarzyszace wigzaniu liganda w miejscu
ortosterycznym polegaja gtownie na rotacji calego segmentu D2 w stron¢ DI i ,,zamykaniu”
kieszeni wigzacej dokota liganda. Stwierdzono, ze w przypadku podjednostki GIUA2 istnieje
Scista korelacja pomiedzy stopniem tej rotacji (ang. domain closure) a profilem funkcjonalnym
liganda i jego aktywnoscig, wyznaczong w testach elektrofizjologicznych [42]. AgoniSci generuja
pelne zamkniecie LBD (ok. 20°) w odniesieniu do struktury apo (PDB ID: 1FTO, molA),
czesciowi agonisci — ok. 13°; antagoniSci — od 2.5° do 7°. Niektore zwigzki (np. NS1209,
ZK 200775) zamiast zamknigcia, generujg otwarcie kieszeni wigzacej W stosunku do struktury

apo; stopien rotacji wynosi od -4° do -9° (Tabela 2).

Domain D1
1FTJ (glutamate)

1FWO (kainate)

1B7D (CNQX)

\ 2CMO (NS1209)

Domain D2

Rys. 3. Natozenie wybranych struktur krystalicznych LBD podjednostki GIuA2 wykrystalizowanych z ligandami
0 r6znym profilu funkcjonalnym. Widoczne s3 réznice w potozeniu domeny D2 w poréwnaniu z domeng D1 kieszeni
wigzacej (domain closure) dla agonisty glutaminianu, cze$ciowego agonisty kainianu, antagonistow: CNQX oraz
NS1209 [42].

Tabela 2. Stopien zamknigcia kieszeni wigzacej dla ligandow podjednostki GluA2 receptora AMPA (w odniesieniu
do struktury apo) wg [42].

ligand PDB ID stopien zamkniecia [°] poxlgeivzjféamSzitm&ﬁlCh
agonista:

glutaminian 1FTJ 19.1do 21.1 0.49
AMPA 1FTM 20.3do 21.0 0.01
czesciowy agonista:

kainian 1FWO0 13.1 9.0
antagonista:

(S)-ATPO INOT 25do5.1 16.0
CNQX 3B7D 6.0do 8.1 0.24
DNQX 1FTL 3.4do6.5 0.09
NS1209 2CMO -5.4 do -6.4 0.03

10
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3.3 Wybrane ligandy receptorow AMPA/KA

Poszukiwanie kompetycyjnych antagonistow AMPA/KA prowadzone sg dla zwigzkow
0 roznorodnej budowie chemicznej, jednak wiekszo$¢ z nich mozna przydzieli¢ do jednej trzech
glownych klas [25, 45]:

e pochodne chinoksalino-2,3-dionu — do kategorii tej zaliczy¢ mozna zwigzki takie jak
DNQX, CNQX (1) i NBQX wykazujace silny cho¢ nieselektywny antagonizm w stosunku
do receptorow NMDA, AMPA i KA i cechujace si¢ niska rozpuszczalnoscig. W ciggu
ostatniej dekady do badan klinicznych zakwalifikowaly sie¢ pochodne o znacznie
korzystniejszych witasciwosciach fizykochemicznych, takie jak ZK 200775 (MPQX, 2),
YM 872 (zonampanel, 3) i becampanel (4, Tabela 1 str. 6)

|:7o3|-|2 COOH H203P

ol Yo Yol écz

1, CNQX 2, ZK 200775 3, YM 872 4, Becampanel

e pochodne dekahydroisochinoliny — do najbardziej obiecujacych zwiazkéw w tej klasie
chemicznej mozna zaliczy¢: LY 293558 (tezampanel, 5, Tabelal str. 6) oraz zwiazki
o0 charakterze selektywnych antagonistow podjednostki GluK1, jak na przyktad: LY 37770
(6) i LY 382884 (7)

H H
COOH " COOH 2 H
N-N NH NH
HN \N HN ! HoOC h

5, Tezampanel 6,LY 377770 7,LY 382884

e rozbudowane pochodne agonistow
Ze wzgledu na temat i zakres pracy habilitacyjnej, w dalszym ciggu tego opracowania skupi¢ si¢
na ostatniej wymienionej klasie zwigzkow. W jej sktad wchodza kompetycyjni antagonisci
receptorow  AMPA/KA, o0 budowie opartej na zmodyfikowanych strukturach znanych
a-aminokwasowych agonistow. Zwiagzki w tej klasie, oprocz grupy a-aminokwasowej posiadaja

takze dodatkowe ugrupowanie o charakterze kwasowym (grupa karboksylowa, fosfonowa,

11
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tetrazol), a role linkera pomigdzy tymi dwoma fragmentami spetnia pierscien heterocykliczny. Na
uwage zashuguje fakt, iz za wigzanie si¢ aminokwasowych antagonistow o tej budowie do
receptorow AMPA/KA odpowiadaja w przewazajacej wiekszo$ci przypadkoéw tylko izomery
0 konfiguracji absolutnej S, podczas gdy enancjomery R sg nieaktywne [42].

Typowym przykladem antagonistoéw nalezacych do tej klasy chemicznej sg pochodne izoksazolu,
ktorych struktura zostala oparta na wzorze AMPA (kwasu a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-
izoksazolopropionowego). Do najbardziej aktywnych zwiazkow tej grupy naleza (S)-ATPO
(ICs0AMPA = 16 uM) oraz (S)-ACMP (IC50AMPA = 17 uM) [46, 47].

HoOC PO3H, HOOC COOH
OH
HoN' H,N
!\ /N
o) o)
8, (S)-AMPA 9, (S)-ATPO 10, (S)-ACMP

Kolejnym przyktadem sa aminokwasowe pochodne uracylu, ktéorych budowa zostala oparta
o strukture willardiiny, aminokwasu wystepujacego W nasionach akacji i mimozy, agonisty
receptorow AMPA i kainowych [48]. W wyniku wprowadzenia odpowiednich podstawnikéw
w pozycj¢ N3 pierScienia uracylu, uzyskano zwigzki o charakterze wysoce selektywnych
antagonistow podjednostki GluK1. Zwiazki UBP302 i UBP310 w badaniach wykazaty wysokie
powinowactwo do ludzkiego sklonowanego receptora GluK1 (dla UBP310: ICso = 10 nM) i duza
selektywno$¢ w stosunku do pozostatych podjednostek receptorow AMPA i kwasu kainowego.
Dodatkowo, zwigzek UBP310 silnie wigzat si¢ do receptorow GluK3 (ICso = 23 nM).

HOOG HOOG HOOC
=0 =0 = o0 ¢
HN N HN N4 HN NH =
\ NH COOH N COOCH

T e TR

11, (S)-willardiine 12, UBP302 13, UBP310

12
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3.4 Koncepcja, cel i zakres pracy

3.4.1 Koncepcja pracy

Opublikowanie w ostatnich latach licznych struktur krystalicznych domeny wigzacej (LBD)
receptoréw jonotropowych kwasu glutaminowego, wykrystalizowanych z szeregiem ligandow
(zar6bwno agonistow jak i1 antagonistoéw) znacznie przyczynito si¢ do wzrostu wiedzy na temat
mechanizmu dziatania i sposobu wigzania ligandow oraz stato Si¢ poteznym narzedziem stuzgcym
do projektowania nowych aktywnych 1 selektywnie dziatajacych zwigzkow. Analiza
opublikowanych w bazie Protein Data Bank komplekséw kieszeni wigzacej receptorow AMPA
(podtyp GIuA2) i KA (podtyp GluK1), wykrystalizowanych z antagonistami ATPO, UBP302,
UBP310 (PDB ID: 1NOT, 1VSO, 2F35, 2F34 [49-51]) wykazata, ze grupa a-aminokwasowa
ligandow we wszystkich przypadkach wigze si¢ z receptorem w ten sam sposob, oddziatujac
z konserwatywnymi aminokwasami domeny D1 (Rys.1): P499, T501, R506 oraz E423
(numeracja wg ludzkiego podtypu GIluA2, sekwencja kanoniczna P42262). Dodatkowa kwasowa
grupa tworzy wigzanie z aminokwasami domeny D2: S675 i/lub T676, stabilizujac otwartg
konformacje kieszeni wigzacej receptora, co skutkuje zamknigciem kanatu dla jonoéw (tzw.
mechanizm ,.foot-in-the-door”), natomiast pierscien heterocykliczny spetnia w wigkszosSci
przypadkoéw glownie rolg nosnika dla obu wspomnianych grup funkcyjnych.

Bazujac na strukturach ATPO, ACMP, UBP302 i UBP310, w ramach niniejszej dysertacji
zaprojektowano grupe zwigzkow, w ktorych pierscien heterocykliczny zastgpiono pierscieniem
benzenu z réwnoczesnym zachowaniem grupy aminokwasowej i dodatkowego, oddalonego
ugrupowania kwasowego. W nielicznych doniesieniach literaturowych z lat 90-tych wykazano, ze
zwigzki 0 takiej budowie mogg wywieraé efekt antagonistyczny na jonotropowe receptory kwasu
glutaminowego — gtéwnie NMDA i AMPA [52, 53], temat ten jednak nie doczekal si¢
kontynuacji. Z tego wzgledu uznano, ze analogi fenyloalaniny stanowig dobry punkt poczatkowy
do rozpoczecia bardziej szczegblowych badan w tej dziedzinie, w szczegdlnosci badan opartych
na racjonalnym projektowaniu z wykorzystaniem metody dokowania do struktur krystalicznych
kieszeni wigzacej poszczegolnych podjednostek. W pordwnaniu z pier§cieniem izoksazolu lub
uracylu, pierscien benzenu umozliwia wigksza liczbe modyfikacji strukturalnych i wprowadzenie
zroznicowanych podstawnikow penetrujacych niewykorzystane fragmenty kieszeni wigzacego
w receptorze w celu zwiekszenia powinowactwa. Wybiorcze oddziatywanie tych podstawnikow
z aminokwasami niekonserwatywnymi w poszczegdlnych podtypach receptoréw stanowi

potencjalne zrodto selektywnej aktywnosci farmakologicznej zaprojektowanego zwigzku.

13
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W ramach etapu projektowania struktur ligandow przeanalizowano wigkszo$¢ dostepnych struktur
krystalicznych domeny LBD podjednostek GIuA2 i GIuK1 ze zwigzanymi antagonistami oraz
poréwnano sekwencje wszystkich podjednostek nalezacych do AMPA i KA. Wykazano, ze
w obrgbie LBD poszczegolnych podjednostek pomigdzy aminokwasami bioragcymi udziat
w oddziatywaniu z ligandem istnieje tylko kilka réznic, zas pomiedzy podjednostkami receptorow
AMPA istnieje zaledwie jedna roznica - odpowiednikiem tyrozyny w GIuA1/2 (Tyr716/723) jest
fenyloalanina (Phe734/724 w GIluA3/4). Wg doniesien literaturowych, wigzanie wodorowe ze
wspomniang tyrozyng jest w duzej czesci odpowiedzialne za 70-krotnie wicksze powinowactwo
do GIluA1/2 w poréwnaniu z GluA3/4 zwiazku Br-HIBO, agonisty budowie opartej na pier§cieniu

izoksazolu.

Tabela 3. Porownanie aminokwaséw w kieszeni wiazacej bezposrednio oddziatujacych z czgsteczkami
kompetycyjnych antagonistow podjednostek GIUA2 i GIuK1 wg analizy dostepnych struktur krystalicznych.?

domain D1 domain D2

rat  GluA2 (P19491)* Y450 L650 G653 S654 T655 T686 Y702 L704 M708 Y732

rat  GluK1 (P22756)* Y489 G688 5689 TE90 S721 735 M737 5741 Y764
human GluAl (P42261) Y464 L1664 G667 S668 T669 T700 Y716 L718 M722 Y746
human GluA2 (P42262) Y471 T501 L671 G674 S6/75 T676 T1/7/07 Y723 L725 M729 Y753
human GluA3 (P42263) Y480 T510 L1682 G685 S686 T687 T718 L736 M740 Y764
human  GluA4 (P48058) Y472 1502 G675 S676 1677 T708 1726 M730 Y754
human  GluK1 (P39086) Y504 1533 G703 S704 T705 1750 M752 S756 Y779
human GluK2 (Q13002) Y488 A518 G688 A689 T690 M737 1741 Y764
human  GlukK3 (Q13003) Y491 1520 G690 A691 T692 1736 M738 T742 Y765
human  Gluk4 (Q16099) Y473 G500 T502 G673 S674 S675 T706 L722 M726 Y749
human  GluK5 (Q16478) Y472 A499 T501 G672 S673 T674 T705 L721 M725 Y748

* Ze wzgledu na numeracje wg szczurzych podtypoéw: GIUA2 i GluK1, uzywane w niektorych prezentowanych
publikacjach wchodzacych w sklad osiagnigcia naukowego, w powyzszym natozeniu sekwencji ludzkich
uwzgledniono takze te podtypy (sekwencje UniProt P19491-1 bez peptydu sygnatowego i P22756-2)

2 Uwaga: w dalszej czescei tekstu, jesli brak jest osobnych przypiséw, uzywana jest numeracja dla ludzkich podtypow
receptorow AMPA i KA, wg sekwencji podanych w Tabeli 3

14
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3.4.2 Cel badan

Niniejszy projekt, prowadzony we wspotpracy z naukowcami z Uniwersytetu w Kopenhadze, ma
charakter interdyscyplinarny i taczy ze soba dziedziny chemii, biologii i krystalografii. Prace
badawcze opieraja si¢ na wykorzystaniu réznych gatezi chemii medycznej, organicznej,
analitycznej, farmakologii molekularnej, modelowania molekularnego oraz krystalografii biatek
i prowadzone sg na poziomie podstawowym. Projekt ma na celu zarowno rozwijanic nowych
narzgdzi farmakologicznych, jak i ich zastosowanie w potaczeniu z metodami wspolczesnej
biologii molekularnej do badania struktury i funkcji biatek oraz ich oddzialywan z ligandami, ze
szczegolnym uwzglednieniem czynnikow wplywajacych na selektywno$¢ powinowactwa

W obrebie rodziny jonotropowych receptoréw kwasu glutaminowego.?

Glownym celem projektu bylo otrzymanie i charakterystyka farmakologiczna serii nowych
ligandéw jonotropowych receptoréw glutaminianergicznych, potencjalnie dzialajacych jako
selektywni antagoniSci receptoréow AMPA i/lub kainowych lub poszczegolnych ich

podtypow.

3.4.3 Plan badan

Etap 1. Projektowanie struktur ligandéw
Etap 2. Synteza chemiczna zaplanowanych zwiazkow
Etap 3. Charakterystyka farmakologiczna otrzymanych zwigzkow

Etap 4. Studia krystalograficzne dla wybranych najbardziej interesujacych zwigzkéw
W kieszeni wigzacej podjednostek GluA2 i/lub GluK1 oraz ocena sposobu wiazania

(binding mode) liganda

Etap 5. Modelowanie czasteczkowe — dokowanie

3 Zaznaczy¢ tu nalezy, ze prowadzone badania mialy na celu gtéwnie rozwijanie nowych narzedzi farmakologicznych.
Z tego powodu proby okreslenia wlasciwosci fizykochemicznych, przenikania przez btony biologiczne i barierg krew-
mozg zostaly odtozone do czasu znalezienia zwigzkéw o wysokim powinowactwie do receptorow AMPA/KA
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Badania bedace przedmiotem postgpowania habilitacyjnego zostalty wykonane w nastepujacych
zespotach:

1. Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych, Wydziat Farmaceutyczny,
Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum w Krakowie

2. Department of Drug Design and Pharmacology, Medicinal Chemistry Research, Faculty of
Health and Medical Sciences, University of Copenhagen

3. Department of Drug Design and Pharmacology, Molecular and Cellular Pharmacology,
Faculty of Health and Medical Sciences, University of Copenhagen

4. Department of Drug Design and Pharmacology, Biostructural Research, Faculty of Health
and Medical Sciences, University of Copenhagen

Etapy 1i 2.
Projektowanie potencjalnych ligandow w grupie pochodnych fenyloalaniny objg¢to dwie serie

zwigzkow (Rys. 4).

PO5H, HOOC COOH
_/
1
—> H,N 2
3
R 6 p Seria l
R'® R2
(S)-ATPO
HOOC HOOC
~—~ O S \>
S 1 _R3
HoN N‘/< —> HyN 3 /Ar R
<\ N COOH (CHo),, Seria ll
5 4
(o} R' R?
UBP302 n=0,1

Ar = Ph, heteroaryl

Rys. 4. Struktury syntetyzowanych pochodnych fenyloalaniny w obecnym projekcie.

Seria | zawiera pochodne fenyloalaniny, bezposrednio wzorowane na Strukturach znanych
antagonistow ATPO i ACMP (zwiazki 9 i 10 str. 12), natomiast Seria Il obejmuje pochodne
fenyloalaniny, wzorowane na strukturach antagonistow UBP302 i UBP310 (zwigzki 12 i 13
str. 12). W projektowaniu konkretnych struktur wykorzystane zostaty m.in. komputerowo
wspomagane metody dokowania molekularnego z uzyciem odpowiedniego oprogramowania
i opublikowanych struktur krystalicznych kieszeni wigzacej receptorow AMPA i kainowych jako

szablonow. Badania syntetyczne zostaly opracowane i wykonane w oparciu 0 wypracowane
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metody syntetyczne, oparte czesciowo na metodach literaturowych, czgsciowo na doswiadczeniu
wlasnym habilitanta. W odniesieniu do kilku metod syntetycznych niezbedna byta dodatkowa
optymalizacja warunkoéw reakcji. Przedmiotem badan byly w wigkszosci zwigzki racemiczne,
jednak dla kilku najbardziej interesujacych potaczen otrzymano poszczegdlne enancjomery.
Wykorzystano (1) metode syntezy chemicznej z wykorzystaniem zwigzkéw czynnych optycznie
jako substratow (2) metode preparatywnego rozdzialu mieszanin racemicznych na poszczegdlne
enancjomery z wykorzystaniem chiralnej kolumny HPLC.

Zarowno projektowanie jak i synteza zostalty wykonane samodzielnie przez habilitanta lub pod
jego opieka, w ramach np. prac magisterskich. Badania te zostaly wykonane czgsciowo podczas
stypendium po-doktorskiego habilitanta, w Department of Drug Design and Pharmacology,
Medicinal Chemistry Research, Faculty of Health and Medical Sciences, University of
Copenhagen, a czesciowo w jednostce macierzystej habilitanta - Katedrze Technologii
i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych, Uniwersytet Jagielloniski Collegium Medicum. Rozdziat
mieszanin racemicznych zostal przeprowadzony czeSciowo przez habilitanta, czgSciowo przez

naukowcow dunskich.

Etap 3.

Badania farmakologiczne 1 strukturalne zawezono do receptorow AMPA, KA i NMDA oraz
sklonowanych homomerycznych receptorow dla poszczegolnych podjednostek: GluAl-GluA4
i GluK1-GluK3. Otrzymane zwiazki zostaty poddane nast¢pujacym badaniom:

a) Badania receptorowe in vitro badanych zwigzkoéw pod katem powinowactwa do natywnych
receptorow  AMPA, KA i NMDA w korze moézgowej szczura Oraz powinowactwa do
sklonowanych homomerycznych receptoréw GluK1-GluK3. Badania zostaly wykonane w ramach
wspotpracy naukowej przez naukowcow dunskich z Department of Drug Design and
Pharmacology, Medicinal Chemistry Research oraz Molecular and Cellular Pharmacology,
Faculty of Health and Medical Sciences, University of Copenhagen.

b) Badania receptorowe in vitro dla najbardziej aktywnych zwigzkoéw pod katem powinowactwa
do wybranych sklonowanych homomerycznych receptorow (GIuA1-GluA4) w celu wykrycia
selektywnego wigzania do danego podtypu receptora. Badania zostaly wykonane w ramach
wspolpracy naukowej, przez naukowcoOw dunskich z Department of Drug Design and
Pharmacology, Molecular and Cellular Pharmacology, Faculty of Health and Medical Sciences,
University of Copenhagen.

c) Testy elektrofizjologiczne dla najbardziej aktywnych zwigzkéow z wykorzystaniem linii
komorkowej z nadekspresjag homomerycznych receptorow GIuA2, GIUA3, GluK1, GluK3 w celu
potwierdzenia profilu funkcjonalnego liganda. Badania zostatly wykonane w ramach wspotpracy
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naukowej, przez naukowcoéw dunskich z Department of Drug Design and Pharmacology,
Molecular and Cellular Pharmacology, Faculty of Health and Medical Sciences, University of

Copenhagen.

Etap 4.

Wybrane zwigzki zostaly wykrystalizowane z konstruktem domeny LBD podjednostek GluA2
i/lub GIuK1. Cztery otrzymane i rozwigzane struktury krystaliczne kieszeni wigzacych GluA2
i GIuK1 wykrystalizowane z otrzymanymi pochodnymi fenyloalaniny zostaly zdeponowane
w bazie Protein Data Bank (PDB) pod kodami:

3TZA, 4DPD, 5CBR, 5CBS (publikacje P2, P3 i P5).

Badania zostaly wykonane w ramach wspotpracy naukowej, przez naukowcoOw dunskich
z Department of Drug Design and Pharmacology, Biostructural Research, Faculty of Health and

Medical Sciences, University of Copenhagen.

Etap 5.

W badaniach wykorzystane zostaly komputerowo wspomagane metody modelowania oraz
dokowania molekularnego z uzyciem odpowiedniego oprogramowania. Jako szablony do
dokowania wykorzystano zaro6wno znane, jak 1 rozwigzane w ramach projektu struktury
krystaliczne domeny LBD podjednostek GIuA2 i GluK1l. Wykorzystano metody dokowania
,»SZtywnego” oraz tzw. metodg ,,induced fit docking”. Badania zostaly wykonane czeSciowo przez
habilitanta, a czg¢§ciowo w ramach wspolpracy naukowej, przez naukowcoéOw dunskich
z Department of Drug Design and Pharmacology, Biostructural Research, Faculty of Health and
Medical Sciences, University of Copenhagen.
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3.5 Wiyniki badan zwigzanych z osiagnieciem naukowym w postepowaniu

habilitacyjnym

3.5.1 Badania w grupie pochodnych 2-karboksyetylofenyloalaniny

Projekt zostat podzielony na dwie osobne publikacje, z ktorych jedna skupita si¢ na aktywnos$ci
w stosunku do receptorow AMPA, druga za$ na aktywnosci w stosunku do receptorow
kainowych. Celem obu prac byla synteza i ocena aktywnosci biologicznej pochodnych

fenyloalaniny nalezgcych do Serii 1.

P2. E.Szymanska, K. Frydenvang, A. Contreras-Sanz, D.S. Pickering, E. Frola, Z. Serafimoska,
B. Nielsen, J.S. Kastrup, T.N. Johansen; A new phenylalanine derivative acts as an antagonist at
the AMPA receptor GIuA2 and introduces partial domain closure: Synthesis, resolution,
pharmacology, and crystal structure; J. Med. Chem. 2011, 54, 7289-7298.

P3. R. Venskutonyte, K. Frydenvang, E. Valades, E. Szymanska, T.N. Johansen, J.S. Kastrup,
D.S. Pickering; Structural and pharmacological characterization of phenylalanine-based AMPA
receptor antagonists at kainate receptors; ChemMedChem 2012, 7, 1793-1798.

Projektowanie. W strukturach planowanych zwigzkow do pierscienia benzenu wprowadzono
ugrupowanie a-aminokwasowe oraz tancuch kwasu propionowego, nasladujacy dodatkowa grupe
kwasowa obecng w strukturach znanych o-aminokwasowych antagonistow. Pozostate
modyfikacje strukturalne objety pozycje 4, 5 i 6 pierscienia fenyloalaniny (w odniesieniu do grupy

a-aminokwasowej).
HOOC COOH
R'=H, CI, NO,, COOH, NH,

R2= H, CHj3, (CH3)3, CH,OH, Cl
R3=H, CI

Z nalozenia struktur krystalicznych LBD podjednostek GIUA2 i GIuK1 wraz ze zwigzanymi
antagonistami (PDB ID: 1NOT, 3B7D, 2F34) wynika, ze grupy tert-butylowa w ATPO, cyjanowa
w CNQX oraz 5-metylowa w UBP310 (a takze najprawdopodobniej metylowa w ACMP) zajmuja
podobna pozycje w receptorze i sa umiejscowione w malym zaglebieniu kieszeni wigzace;.
Wplyw obecno$ci podstawnikow w pozycji 5 pierScienia uracylu pochodnych willardiiny na
powinowactwo do receptorow AMPA i KA byt intensywnie studiowany [54]; stwierdzono miedzy

innymi, ze obecno$¢ w tej pozycji grupy metylowej jest czgsciowo odpowiedzialna za wysokie
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powinowactwo do receptorow GluKl. Z tego powodu w zaprojektowanych zwigzkach,
W potozenie 5 pierScienia fenyloalaniny, odpowiadajagce w dokowaniach pozycji wspomnianych
ugrupowan, wprowadzono podstawniki: metylowy i tert-butylowy, a takze atom chloru
(odpowiadajacy rozmiarem grupie metylowej) oraz polarng grupe hydroksymetylowa.
W potozeniu 4, ze wzgledu na otoczenie podstawnika R modyfikacje objety wprowadzenie grup
o potencjalnych wlasciwosciach akceptorow lub donoréw wigzania wodorowego (NO2, COOH,

NHa, CI). Podjeto takze pojedyncza probe wprowadzenia podstawnika w pozycj¢ 6 pierScienia.

Synteza. Zaprojektowane zwiazki z Serii | otrzymano w kilkuetapowej syntezie. Wyjsciowe,
(nie)podstawione 2-fenyloetanole byty cyklizowane poprzez etap MEM-acetali do odpowiednich
izochromanoéw. Z tych ostatnich, po etapie dziatania kwasem bromowodorowym oraz
nukleofilowej substytucji powstaltych bromkéw acetamidomalonianem dietylu otrzymywano
bromomaloniany dietylu, przeksztalcane nast¢pnie w odpowiednie nitryle. Po przeprowadzeniu
kolejnych reakcji, niezbednych do uzyskania odpowiedniego podstawienia w pierscieniu
aromatycznym (reakcja nitrowania, reakcja redukcji, reakcja Sandmeyera) nastepowata hydroliza

kwasowa, w wyniku ktorej otrzymywano racemiczne pochodne fenyloalaniny.

Wybrane wyniki badan farmakologicznych.

1) W badaniach receptorowych powinowactwa do natywnych receptorow AMPA, KA i NMDA
oraz homomerycznych sklonowanych receptoroéw GluK1 i GluK2, zaobserwowano dla wigkszosci
zwigzkow umiarkowane powinowactwo (1.5-20 pM) w stosunku do badanych receptorow AMPA
i/lub GluK1 (Tabela 1/P2, Tabela 1/P3). Stwierdzono, ze podstawienie 4-nitro-5-chloro, obecne
w zwigzku 3h* jest optymalne dla powinowactwa zaréwno do natywnych receptorow AMPA jak
I homomerycznych sklonowanych receptoréw GluK1 (ICs)AMPA = 3.4 uM, KiGluK1 = 3.0 uM).
Obecnos¢ chloru lub grupy metylowej W potozeniu 5 wptywa na wzrost sity wigzania, glownie do
receptoréow GluK1 i GluK3 (z wyjatkiem podstawienia 4,5-dichloro, lepiej tolerowanego przez
receptory AMPA niz kainowe), ale podstawnik hydroksymetylowy lub tert-butylowy w tej pozycji
znacznie redukuje powinowactwo do wszystkich badanych receptorow. Wprowadzenie polarnej
grupy aminowej w potozenie 4 (przy jednoczesnej obecnosci chloru w pozycji 5) wzmacnia
wigzanie do receptorow GluK1 i GIuK3, ostabiajac rownoczesnie wigzanie do receptorow AMPA.
Podstawienie 5,6-dichloro w pierscieniu fenyloalaniny doprowadzito do catkowitej eliminacji
powinowactwa w pordéwnaniu ze zwigzkiem 5-chloropodstawionym 3d,° ktory wykazal najwyzsze

powinowactwo do GluK3 sposrdd calej serii otrzymanych zwigzkow, KiGIUK3 = 4.7 pM).

4 3h: kwas 2-amino-3-(2-(2-karboksyetylo)-5-chloro-4-nitrofenylo)propionowy
5 3d: kwas 2-amino-3-(2-(2-karboksyetylo)-5-chlorofenylo)propionowy
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Na szczegolng uwage zasluguja tu modyfikacje prowadzace do uzyskania powinowactwa do
receptorow GluK3. Receptory te sg najstabiej poznane (M. in. z powodu braku selektywnych
narze¢dzi farmakologicznych), a do chwili obecnej nie opublikowano zadnej struktury krystalicznej
kieszeni wiazacej podjednostki GluK3 ze zwigzanym antagonistg kompetycyjnym.
2) Ze wzgledu na najwyzsza aktywnos$¢, kwas 2-amino-3-(2-(2-karboksyetylo)-5-chloro-4-
nitrofenylo)propionowy  3h  zostal  zakwalifikowany do  zaawansowanych  badan
farmakologicznych, w tym do badan receptorowych in vitro pod katem powinowactwa do:
e sklonowanych homomerycznych receptoréw GluAle-4, (izoformy ,,flop”)
o receptora (Y716F)GIuAl, z mutacja Y/F - jedynego niezakonserwowanego aminokwasu
sposrod aminokwasow biorgcych udzial w wigzaniu ligandow w obregbie LBD GIuA1-4
e rozpuszczalnych biatek rekombinowanych GIluA2-S1S2J, (Y702F)GIuA2-S1S2J® oraz
GluK1 LBD (Tabela 2/P2, Rys. 2/P3)

Powyzsze testy wykazaly statystyczng zgodno$¢ powinowactwa 3h do pelnego receptora
GIluA2(R)o, biatka GIuA2-S1S2J i biatka zmutowanego (Y702F)GIuA2-S1S2J. Rownoczesnie
jednak stwierdzono prawie 4-krotng réznice powinowactwa 3h do GluAlo/2o w pordéwnaniu
z GluA3o/4o i ponad 2-krotng réznicg w powinowactwie pomiedzy GIuAl, a mutantem
(Y716F)GIuAl,. Wpyniki te wskazuja, ze chociaz 3h prawdopodobnie oddziatuje
z niezakonserwowang tyrozyna, to, wbrew oczekiwaniom, wptyw tego oddzialywania na
selektywno$¢ wigzania do poszczegdlnych podjednostek AMPA nie jest znaczacy. Co wigcej,
stwierdzono, ze powinowactwo zwiazku 3h do biatka rekombinowanego GluK1 LBD bylto prawie
8-krotnie nizsze niz do pelnego receptora GluK1.

3) W testach elektrofizjologicznych z wykorzystaniem linii komoérkowych z nadekspresja
homomerycznych receptorow GIUA2(Q)i, GIuA3;, GluK1l i GIuK3 wykazano antagonizm
kompetycyjny zwigzkow 3h i 3d wobec badanych receptoréw przez rownolegle przesunigcie
w prawo krzywej zaleznos$ci stezenie (S)-Glu - odpowiedz w prawo (z rownoczesnym brakiem
zmiany odpowiedzi maksymalnej).

Mieszanina racemiczna zwigzku 3h zostata rozdzielona na poszczegdlne enancjomery metoda
HPLC z uzyciem kolumny chiralnej z wypelnieniem typu ,ligand exchange”. Otrzymane
enancjomery poddano badaniom elektrofizjologicznym, wykazujac, ze jedynie enancjomer S
zwigzku 3h jest odpowiedzialny za powinowactwo do receptorow AMPA i kainowych, podczas

gdy enancjomer R jest nieaktywny.

® Numeracja GluA2 wg szczurzego podtypu, sekwencja P19491-1 bez peptydu sygnatowego
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Wyniki badan krystalograficznych.” W ramach projektu rozwigzano struktury Krystaliczne
kieszeni wigzacej LBD podtypow GluA2 i GluK1 wykrystalizowane z najbardziej aktywnym
zwigzkiem (S)-3h, co pozwolito na szczegotowa analize i poréwnanie oddziatywan biatko-ligand
w obu receptorach (PDB ID: 3TZA, 4DLD).

Analiza uzyskanych kompleksow pokazata, iz grupa a-aminokwasowa zwiazku (S)-3h oddziatuje
w sposOb kanoniczny z Kieszenig wigzaca obu receptorow, podczas gdy ugrupowanie kwasu
propionowego liganda przyjmuje odmienne konformacje w obu strukturach (Rys. 5).
W kompleksie 3TZA ,,dodatkowa” grupa karboksylowa wraz z grupg nitrowa w pozycji 4 biorg
udzial w wigzaniu z receptorem, zarowno bezposrednio (z Thr655) jak i za posrednictwem
czasteczek wody tworzacych wokot liganda sie¢ wigzan wodorowych (z Thr655, Thr686, Tyr702,
Rys. 5A). Oddziatywania te, wzmocnione przez interakcje podstawnikow w pozycjach 4 i 5,
zapobiegaja wytworzeniu bezposredniego wigzania migdzy D1 i D2 (Glu402 z Thr686,
kluczowego dla zamknigcia kieszeni wigzacej przy zwigzanym agoniscie) i wymuszajg otwartg
»antagonistyczng” konformacje kieszeni wigzacej (Rys. 5/P2). Zmierzony stopien zamknigcia
LBD (domain closure, patrz str. 10) w strukturze 3TZA wynosi 7-9° w odniesieniu do struktury
apo. Jest to najwyzsza warto$¢ zmierzona do tej pory w kompleksach GIuA2 z antagonistami
(Tabela 2 str. 10) i klasyfikuje zwigzek 3h pomiedzy warto$cig zmierzong dla LBD czesciowych
agonistow (jak kwas kainowy, ok. 13°) a antagonistow (CNQX i (S)-ATPO, 3-7°). Dodatkowe
testy elektrofizjologiczne z receptorem GIuA2 w zablokowanym stanie desensytyzacji (Rys. 4/P2)
wykluczyly jednak jakiekolwiek wihasciwosci 3h jako czesciowego agonisty, potwierdzajac jego
profil funkcjonalny pelnego antagonisty.

Z analizy struktury krystalicznej 3TZA wynika, ze (S)-3h stabo, za posrednictwem czasteczek
wody, oddziatuje z niezakonserwowang tyrozyna (Tyr702 w publikacji P2). Mozna sadzi¢, ze
oddziatywanie jest w cze$ci odpowiedzialne za niewielkie obserwowane roznice
w powinowactwie do GluA1/2 w porownaniu z GluA3/4.

W strukturze krystalicznej 4DLD dodatkowe ugrupowanie kwasu propionowego liganda
przyjmuje konformacj¢ odmienng od obserwowanej w kompleksie 3TZA, tworzac wigzania
wodorowe z grupami NH Ser689 i Thr690 z domeny D2 (Rys. 5B, Rys. 3/P3). Grupa nitrowa
natomiast oddziatuje z Ser721 i Ser741, stabilizujac ,,otwartg” konformacj¢ LBD i zapobiegajac
wigzaniu Ser721 z Glud4l, obserwowanym w przypadku agonistow (mechanizm foot-in-the-
door). Podobnie jak w kompleksie 3TZA, stopien zamknigcia kieszeni wigzacej jest bliski temu,

ktory generuja w GluK1 cze$ciowi agonisci.

"W publikacji P2 zastosowano numeracje GIuA2 wg szczurzego podtypu, sekwencja P19491-1 bez peptydu
sygnatowego. W publikacji P3 zastosowano numeracje GluA2 wg ludzkiego podtypu, sekwencja P42262, oraz
numeracj¢ GluK1 wg szczurzego podtypu, sekwencja P22756-2 (patrz Tabela 3, str. 14)
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Poréwnanie obu struktur wskazato na duze znaczenie podstawnikdw w potozeniu 4 i 5 pier§cienia
aromatycznego liganda (S)-3h dla potencjalnego oddziatywania z otaczajagcymi aminokwasami.
Atom chloru w potozeniu 5 pierScienia fenyloalaniny doskonale wypelnia niewielka lipofilowa
wneke w kieszeni wigzacej, zajmowang m. in. przez grupe tert-butylowg ATPO i1 5-metylowa
UBP310. W najblizszym otoczeniu grupy nitrowej w potozeniu 4 znajduja si¢ miedzy innymi
Thr686 i Met708 w kieszeni wigzacej GluA2, zastgpione przez Ser721 i Ser741 w kieszeni
wigzacej GluK1 (oraz Asn722 i Thr742 w GluK3). Podczas gdy zaréwno Thr686(GIuA2) jak
I Ser721 (GluK1) s3 zaangazowane w tworzenie sieci wigzan wodorowych receptor-woda-(S)-3h,
w przypadku drugiej pary aminokwasow (Met708 vs. Ser741) tylko tancuch boczny Ser741 moze
wytworzy¢ silne wigzanie wodorowe z ligandem. Obecno$¢é wigzania wodorowego lub jego brak
jest jednym z potencjalnych zrodet selektywnosci w powinowactwie liganda do receptorow
AMPA i GluK1 (chociaz w przypadku zwigzku (S)-3h powinowactwa te sg prawie identyczne).
W podobny sposéb — obecno$cig wigzania wodorowego miedzy grupg aminowsg liganda
a Ser741/Thr742 — mozna wythumaczy¢ obserwowane réznice w powinowactwie kwasu 2-amino-
3-(4-amino-2-(2-karboksyetylo)-5-chlorofenylo)propionowego do receptorow GluK1 i GIluK3

W pordéwnaniu z receptorami AMPA.

A) 3TZA B) 4DLD
Py

= Rass
RS
‘ \, Te55
\- \ 1650
k\e\;\ s &
o 4 ;
Tago - =
I} “"

2
XN

Rys. 5. Struktury krystaliczne zwigzku (S)-3h wykrystalizowanego z kieszenig wigzacg LBD podjednostek GluA2
(PDB ID: 3TZA) i GluK1 (PDB ID: 4DLD).

Reasumujac, w wyniku przeprowadzonych badan otrzymano seri¢ nowych ligandéw receptorow
AMPA, GIuK1 i GIuK3 o strukturze pochodnych fenyloalaniny. Opracowano dwie struktury
krystaliczne kieszeni wiagzacej podjednostek GluA2 i GluK1 ze zwigzkiem (S)-3h (zdeponowane
w bazie danych Protein Data Bank pod kodami 3TZA i 4DLD). Analiza tych kompleksow
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pozwolita na wyciaggniecie waznych wnioskéw dotyczacych wptywu budowy liganda na jego

powinowactwo i potencjalng selektywnos$¢ w stosunku do rozwazanych receptorow.

3.5.2 Badania w grupie pochodnych biaryloalaniny

Seria Il obejmuje pochodne fenyloalaniny, wzorowane na strukturach antagonistow UBP302
i UBP310. Zwigzki te zawierajg w swej budowie dodatkowe podstawione ugrupowanie
aromatyczne w pozycji 3 pierscienia fenyloalaniny (w odniesieniu do grupy a-aminokwasowej).
Modyfikacje strukturalne objety: (1) zmiang odleglosci dodatkowego ugrupowania aromatycznego
od pierscienia fenyloalaniny, (2) charakter tego ugrupowania (benzen, aromatyczny pierscien
heterocykliczny) oraz rodzaj i potozenie podstawnika, (3) sposob podstawienia w pozycjach 4 i 5

pierscienia aromatycznego fenyloalaniny (w odniesieniu do grupy a-aminokwasowej).

P1. E. Szymanska, D.S. Pickering, B. Nielsen, T.N. Johansen; 3-Substituted phenylalanines as
selective AMPA- and kainate receptor ligands; Bioorg. Med. Chem. 2009, 17, 6390-6401.

Projektowanie. Przedmiotem poczatkowego etapu badan zwigzkow z Serii Il byla grupa
pochodnych fenyloalaniny zawierajacych w swej budowie podstawnik arylowy B (fenyl, tiofenyl)
przytaczony bezposrednio lub za posrednictwem mostka metylenowego. Role dodatkowej grupy
kwasowej pelni podstawnik w pierScieniu aromatycznym B: grupa karboksylowa,
karboksymetylowa lub bioizoster grupy karboksylowej — pierscien tetrazolu. Dodatkowo w kilku
zwigzkach zamiast grupy karboksylowej wprowadzono grupe nitrowa — akceptor wigzania
wodorowego lub grupe hydroksylowa, ktéora moze petni¢ role zar6wno donora jak i akceptora
wigzan wodorowych. Modyfikacje w pozycjach 4 i 5 pierscienia A ograniczono do podstawienia
4,5-dichloro.

HOOC
H-N 1 ArB—R2 n=0,1
2 3 (C/HZ) Arg = Ph, tiofenyl
N2, " R'=H, CI
R" R! R2= COOH, CH,COOH, tetrazolil, NO,, OH

Synteza. Zaprojektowane zwigzki otrzymano w kilkuetapowej syntezie. W poczatkowym etapie
przeprowadzono niezbedne transformacje w celu otrzymania wyjsciowych pochodnych toluenu
(reakcja nitrowania, reakcja redukcji, reakcja Sandmeyera). Kluczowymi potproduktami w dalszej
syntezie byly halogenopochodne 2-acetamido-2-benzylomalonianu dietylu, otrzymane
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z odpowiednich pochodnych toluenu w wyniku rodnikowego bromowania, a nastgpnie
nukleofilowej substytucji bromkoéw benzylu acetamidomalonianem dietylu. Kolejnym etapem
byta reakcja sprzegania Suzuki (ang. cross coupling), katalizowana przez zwiazki palladu,
w wyniku ktorej otrzymano pochodne zawierajace w strukturze fragment biarylowy lub
benzylofenylowy. Zwiazki te, po niezbednych dalszych przeksztalceniach (wprowadzenie
ugrupowania tetrazoilu) poddano hydrolizie kwasowej, prowadzacej do otrzymania racemicznych
pochodnych fenyloalaniny. W ramach pracy otrzymano takze poszczegdlne enancjomery kwasu
3’-(2-amino-2-karboksyetylo)bifenylo-3-karboksylowego 9b, wychodzac z czynnych optycznie
pochodnych 3-bromofenyloalaniny.

Wybrane wyniki badan farmakologicznych.
W testach receptorowych in vitro sposrod badanej serii zwigzkow kilka wykazato mikromolowe
powinowactwo do receptorow AMPA/GluK1 (Tabela 1/P1). Jedna z ciekawszych obserwacji byto
zidentyfikowanie w zwigzkach z tej serii fragmentu strukturalnego determinujgcego aktywnos$¢
i selektywnos$¢ pomiedzy grupa receptorow AMPA i kainowych. Stwierdzono, ze:
e podstawnik w pozycji 3’ pierscienia B warunkuje aktywnos$¢ i wplywa na wybiércze
wigzanie z poszczegélnymi podtypami receptoréw AMPA i kainowych
e zwiazki zawierajace grupe karboksylowa w pozycji 3’ pierScienia B wykazywaty
powinowactwo glownie w stosunku do receptoréw GluK1. Przykladem sa zwigzki: 9b®
(KiGIuK1 = 7.9 uM, ICs0AMPA > 100 uM) i 18b° (KiGIuK1 = 2.8 uM, ICs0AMPA >
100 uM, Tabela 1/P1). Wyniki testow powinowactwa poszczegolnych enancjomerow
aminokwasu 9b potwierdzity, ze za powinowactwo do GluK1 odpowiada tylko enancjomer
0 konfiguracji absolutnej S
e grupa fenolowa w pierscieniu B moze petni¢ role dodatkowej grupy kwasowej, ale tylko
w przypadku receptorow AMPA. Przyktadem jest zwigzek 18e,'° ktory wiazat sie glownie
do natywnych receptorow AMPA (IC50AMPA = 4.6 uM, K;GIluK1 > 100 uM, Tabela 1/P1).
Jest to pierwszy przyktad uzycia grupy fenolowej jako dodatkowej grupy kwasowej wsrod
a-aminokwasowych antagonistow kompetycyjnych. Co wigcej, grupa hydroksylowa ma
wlasciwo$ci zardwno donora jak i akceptora wigzan wodorowych, podczas gdy grupa
karboksylowa w receptorze wystepuje w stanie zjonizowanym i moze by¢ tylko akceptorem

wigzan wodorowych

8 9b: kwas 3’-(2-amino-2-karboksyetylo)bifenylo-3-karboksylowy
% 18b: kwas 5°-(2-amino-2-karboksyetylo)-2°,3’-dichlorobifenylo-3-karboksylowy
1018e: kwas 2-amino-3-(5,6-dichloro-3’-hydroksybifenyl-3-ylo)propionowy

25



Zatqcznik nr 2: AUTOREFERAT | Ewa Szymanska

Modelowanie czasteczkowe.!' W ramach projektu przeprowadzono dokowanie molekularne
ligandow, zawierajacych w swej strukturze ugrupowanie bifenylowe lub benzylofenylowe
podstawione w pierécieniu B grupg karboksylows, do szablonu struktury krystalicznej GluK1
LBD (PDB ID: 2F35). Najwyzszy wynik (mierzony tzw. funkcja Docking Score) osiggni¢to dla
(S)-18b, zwiazku o najwyzszym powinowactwie do GIuK1. W kieszeni wigzacej GluK1 ligand
(S)-18b w tej konformacji odtwarza system oddziatywan wykrystalizowanego antagonisty
UBP302 (ang. binding mode, Rys. 6A), pomimo réznic w strukturach obu zwigzkow.
Przeprowadzono takze dokowanie zwigzku 18e do szablonu struktury krystalicznej GIuA2 LBD
(PDB ID: 1NOT, Rys. 6B). Potwierdzito ono, ze grupa fenolowa moze oddziatywaé z Thr655
domeny D2 w podobny sposob, jak grupa fosfonowa (S)-ATPO w GIuA2 LBD i grupa
karboksylowa UBP302 w GluK1 LBD, a wigc moze peti¢ role dodatkowej grupy kwasowe.

A) Dokowanie (S)-18b do 2F35 B) Dokowanie (S)-18e do INOT

$654

V670

S726 o

Rys. 6. Wyniki dokowania molekularnego: A) zwigzku (S)-18b do szablonu 2F35; B) zwigzku (S)-18e do
szablonu 1NOT.

Powyzsze obserwacje zaowocowaly rozszczepieniem projektu na dwa osobne Kierunki badan

(Rys. 7):

1)  potencjalnych antagonistow receptorow AMPA, posiadajacych 3’-hydroksyfenylowa grupe
jako dodatkowe ugrupowanie aromatyczne B

2)  potencjalnych antagonistow receptorow GluK1/GluK3 (oraz, w mniejszym stopniu, AMPA)

posiadajacych 3’-karboksyfenylowa grupe jako dodatkowy fragment aromatyczny B

11 W publikacji P1 zastosowano numeracje GluK 1 wg publikacji oryginalnej (M.L.Mayer et al., J. Neurosci (2006)
26, 2852-2861) oraz numeracj¢ GluA2 wg szczurzego podtypu, sekwencja P19491-1 bez peptydu sygnatowego (patrz
Tabela 3, str. 14)
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W obu grupach ligandow zaplanowano nastepujace modyfikacje:
a) optymalizacje podstawienia R i R? w pier$cieniu A

b) optymalizacje ugrupowania aromatycznego B

HOOC

powinowactwo do rec.

powinowactwo dorec. | (—
GluK1/GIuK3

AMPA

modyfikacje obszaru modyfikacje obszaru
modyfikacje w obrebie pozycji aromatycznego B modyfikacje w obrebie pozycji aromatycznego B
5i 6 piescienia fenyloalaniny A 5i 6 piescienia fenyloalaniny A

Rys. 7. Kierunek badan w grupie biaromatycznych pochodnych alaniny.*?

P4. E. Szymanska, P. Chatupnik, K. Szczepanska, A.M. Cufiado Moral, D.S. Pickering, B.
Nielsen, T.N. Johansen, K. Kie¢-Kononowicz; Design, synthesis and structure-activity
relationships of novel phenylalanine-based amino acids as kainate receptors ligands; Bioorg. Med.
Chem. Lett. 2016, 26, 5568-5572.

Projektowanie. Biorgc pod uwage konkluzje wynikajace z poprzednich badan (w szczegdlnosci
publikacji P1 i P3), za strukture wiodaca dla nastepnej serii potencjalnych ligandéw receptorow
kainowych (Rys.7) wuznano: kwas 3’-(2-amino-2-karboksyetylo)bifenylo-3-karboksylowy
(zwiazek 9b, publikacja P1). Modyfikacje strukturalne objgty polozenia 5 i 6 pierscienia
fenyloalaniny, w ktoére wprowadzono podstawniki o potencjalnych wiasciwosciach akceptorow
lub donoréw wigzania wodorowego (OH, NHz, NO2, Cl) w réznych kombinacjach. Jednym
z celow tej pracy bylo poréwnanie wymagan strukturalnych zwiazkéw opartych na szkielecie
2-karboksyetylofenyloalaniny (Seria I) i 3’-karboksybifenyloalaniny (Seria I1) w odniesieniu do

ich powinowactwa do receptorow homomerycznych GluK1 i/lub GluK3 (Rys. 1/P4).

12 7e wzgledu na prawidtowg numeracje atomow wegla w pochodnych bifenylu, atomy wegla oznaczone jako 41 5
w zwigzkach z grupy pochodnych 2-karboksyetylofenyloalaniny (Seria 1) odpowiadaja atomom wegla oznaczonym
odpowiednio numerami 6 i 5 w zwiazkach z grupy pochodnych biaryloalaniny (Seria I1)
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HOOC
s COOH
5 6
R" R2 R', R2 = H, Cl, NO,, NH,, OH

Synteza. W pracy wykorzystano metody opisane w literaturze w celu otrzymania odpowiednio
podstawionych pochodnych 3-bromotoluenu (reakcje bromowania pier§cienia aromatycznego,
utleniania grupy aminowej do nitrowej, reakcje Sandmeyera, reakcje estryfikacji). Dalsza

4-etapowa synteza przebiegata analogicznie, jak w przypadku publikacji P1.

Wybrane wyniki badan farmakologicznych i modelowania molekularnego.

W testach receptorowych in vitro najwyzsze powinowactwo do receptorow GluK1 (Tabela 1/P4),
wykazaty 5,6-dipodstawione bifenyloalaniny, posiadajagce atom chloru lub grupe nitrows
W potozeniu 5 pierScienia A (KiGluK1 = 4.9-7.5 uM). Obecno$¢ grupy nitrowej, szczegdlnie
W pozycji 6, zwigzana jest ze wzbudzeniem nieselektywnego powinowactwa do receptorow
AMPA/GIuK 1/(GluK3), co potwierdza poprzednie obserwacje dla zwigzkow z Serii | (publikacja
P3). Interesujacy efekt zaobserwowano w przypadku wprowadzenia donora wigzan wodorowych
w pozycje 6: zwiazek z podstawieniem 5-chloro-6-hydroksy (3f'%) wykazal umiarkowanie silne
wigzanie do receptorow homomerycznych GluK1 i GIluK3 (KiGluK1l =5.5 uM,
KiGIuK3 =11 uM, KiGIluK3/K;GluK1 = 2), podczas gdy zamiana grupy fenolowej na aminowg
(zwigzek 3e'*) spowodowata duzy spadek powinowactwa do GIuK3 (KiGluK1=4.9 uM,
KiGIuK3 > 100 uM, KiGIluK3/KiGluK1 > 20). Obecnos¢ grupy OH lub NH2 w pozycji 6 obniza
takze powinowactwo badanych zwigzkow do natywnych receptorow AMPA.

Dokowanie czasteczkowe badanych zwigzkow zostalo przeprowadzone przy zastosowaniu
kompleksu GluK1 LBD z antagonistga o budowie opartej na wilardiinie (PDB ID: 3S2V) jako
szablonu (Rys. 8). Analiza uzyskanych wynikow wskazata, podobnie jak w przypadku
oddziatywan zwigzku (S)-3h (publikacje P2 i P3), na dwa niezakonserwowane aminokwasy
z otoczenia podstawnika R?, Ser736 i Ser756, wazne dla potencjalnej selektywnosci ligandow.
Odpowiednikami tych ugrupowan sa kwas asparaginowy itreonina w GIuK3 oraz treonina
I metionina w GluA2. Zmiana z donora wigzania wodorowego (Seryna, treonina) na akceptor
(kwas asparaginowy) lub redukcja tych wlasciwosci (metionina) przyczyniaja si¢ do

obserwowanych r6znic w powinowactwie badanych zwigzkow.

13 3f: kwas 5'-(2-amino-2-karboksyetylo)-3'-chloro-2'-hydroksy-[1,1'-bifenylo]-3-karboksylowy
14 3e: kwas 2'-amino-5'-(2-amino-2-karboksyetylo)-3'-chloro-[1,1'-bifenylo]-3-karboksylowy
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SER 704

4
.)\ vl\
PRO 531 —

GLU 456 = MET 752

ARG 538 THR 705

SER 756
TYR 459

Rys. 8. Natozenie najbardziej korzystnych (pod wzgledem funkcji Docking Score) konformacji zwigzkow (S)-3e
(fioletowy) i (S)-3f (niebieski) zadokowanych do szablonu GluK1 LBD (PDB ID: 352V).

Podsumowanie. Poréwnanie zaleznosci struktura-aktywnos¢ pochodnych fenyloalaniny z Serii |
(na podstawie publikacji P2, P3 i publikacji wspolpracujacego zespotu z Uniwersytetu
w Kopenhadze [55]) oraz Serii Il wykazala, ze zwigzki oparte na szkielecie bifenyloalaniny
wykazujg Kilkukrotnie wyzsze powinowactwo do GIluK1 w poréownaniu z 2-karboksy-
etylofenyloalaninami o analogicznym podstawieniu w pierscieniu A. Co wigcej, w przypadku
zwigzkow z Serii 1l wplyw grupy aminowej w pozycji 6 na spadek sity wigzania do receptorow
AMPA i GluK3 jest duzo bardziej znaczacy niz w przypadku zwigzkow z Serii 1. W celu
otrzymania ligandéw selektywnie wigzacych sie¢ do GluK1 nalezy wiec skupi¢ sie na pochodnych
3’-karboksybifenyloalaniny, zawierajacych w potozeniu 6 pierscienia A grupe aminowa. Z drugiej
strony, wyniki badan dla 6-fenolowej pochodnej z Serii Il sg interesujacym punktem wyjscia do
projektowania ligandow receptorow GluK1 oraz GluK3 nieaktywnych w stosunku do receptorow
AMPA.

Stwierdzono takze, ze 2-karboksyetylofenyloalaniny z Serii | wykazuja wyzsze powinowactwo do
homomerycznych receptorow GIluK3, niz ich odpowiedniki z Serii Il z analogicznym
podstawieniem w pierScieniu A. Struktura 2-karboksyetylofenyloalaniny wydaje si¢ wiec
optymalnym bazg strukturalng do modyfikacji w celu otrzymania ligandow receptoréw GluK3.
Szczegodlnie wysoki potencjal wydaja sie mie¢ zwigzki z Serii | zawierajagce ugrupowanie
fenolowe w polozeniu 4 (w odniesieniu do grupy a-aminokwasowej), ze wzgledu na oczekiwang
selektywnos$¢ powinowactwa do receptoréw GluK3 w stosunku do pozostalych receptorow

kainowych.
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P5. E. Szymanska, K. Frydenvang, D.S. Pickering, C. Krintel, B. Nielsen, A. Kooshki, L.G.
Zachariassen, L. Olsen, J.S. Kastrup, T.N. Johansen; Studies on aryl-substituted phenylalanines:
Synthesis, activity, and different binding modes at AMPA receptors; J. Med. Chem. 2016, 59,
448-461.

Projektowanie. Za strukture wiodaca do zaplanowanych modyfikacji w grupie potencjalnych
ligandow receptorow AMPA w grupie biaryloalanin (Rys. 7) uznano kwas 2-amino-3-(5,6-
dichloro-3’-hydroksybifenyl-3-ylo)propionowy (zwigzek 18e, publikacja P1). W pierwszym
etapie w strukturach projektowanych zwigzkéw utrzymano podstawienie 5,6-dichloro
w pierécieniu A, a modyfikacje strukturalne skupity si¢ na pier$cieniu aromatycznym B i objety:
(1) wprowadzenie drugiej grupy hydroksylowej do pierScienia fenolu w pozycje 4’ lub 5’;
(2) ,,zabudowanie” grupy hydroksylowej w celu zablokowania mozliwosci tworzenia wigzania
wodorowego i sprawdzenia jego znaczenia dla powinowactwa; (3) odsunigcie grupy
hydroksylowej od pier§cienia B poprzez wprowadzenie mostka metylenowego; (4) zastapienie
grupy fenolowej (w pozycjach 3’ lub 4’) grupami aminowg lub sulfonamidowa; (5) zmiang
fragmentu 3’- Iub 4’-fenolu na ugrupowanie 5-hydroksy-3-pirydylowe Ilub 4-hydroksy-3-
pirydylowe.

HOOC

X =CH, N
R'=H, CI
R2= OH, di-OH, CH,OH, NH,, SO,NH,, O-alkil

Synteza. Seri¢ zaplanowanych pochodnych fenyloalaniny otrzymano przy uzyciu metod
opracowanych w poprzednich badaniach (publikacje P1, P4), wykorzystujac halogenopochodne
2-acetamido-2-benzylomalonianu dietylu jako kluczowe potprodukty. Mieszaning racemiczng
najbardziej aktywnego zwiazku 37 rozdzielono na poszczegélne enancjomery metoda HPLC
z uzyciem kolumny chiralnej z wypetieniem typu ,ligand exchange”. Dodatkowo, w celach
poréwnawczych zsyntetyzowano racemiczny zwiazek 38! (analog struktury wiodacej bez

podstawienia 5,6-dichloro w pierécieniu A) oraz poszczegdlne enancjomery tego aminokwasu.

Wybrane wyniki badan farmakologicznych.
1) W badaniach receptorowych in vitro powinowactwo do natywnych receptorow AMPA

zaobserwowano tylko dla zwigzkéw z wolng grupa hydroksylowa bezposrednio podstawiong

15 37: kwas 2-amino-3-(3,4-dichloro-5-(5-hydroksypirydyn-3-ylo)fenylo)propionowy
16 38: kwas 2-amino-3-(3’-hydroksybifenyl-3-ylo)propionowy
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w pierécieniu B w potozeniu 3° (lub rdwnowaznym). Odsunigcie tej grupy od pierécienia, jej
zabudowanie lub wymiana na aminowg badz sulfonamidowa doprowadzito do znacznego
zredukowania sily wigzania. Natomiast wprowadzenie ugrupowania 5-hydroksy-3-pirydylowego
do pierscienia fenyloalaniny 3-krotnie zwigkszyto powinowactwo do AMPA w poréwnaniu ze
zwigzkiem referencyjnym 9.7 Otrzymany w ten sposob aminokwas okazal sie najsilniejszym
ligandem receptorow AMPA w calej serii (37, ICs)AMPA = 1.5 uM, Tabela 1/P5).

Badania powinowactwa do natywnych receptorow AMPA przeprowadzone dla poszczegdlnych
enancjomeréw fenyloalanin 37 oraz 38 wykazaly, ze za aktywno$¢ zwigzku 37 odpowiada
wylacznie jego izomer S ((S)-(+)-37) natomiast w przypadku pochodnej 38 (analog struktury
wiodacej bez podstawienia 5,6-dichloro w pierscieniu A) za powinowactwo odpowiada wytgcznie

izomer o konfiguracji absolutnej R ((R)-(-)-38).

Ostatnia obserwacja zasluguje na szczegolng uwage, gdyz:
- zwiazki 37 i 38 s bardzo bliskimi analogami strukturalnymi
- wsréd kompetycyjnych antagonistow receptorow AMPA/KA o budowie

a-aminokwasowej znanych jest zaledwie kilka przykladéw aktywnoS$ci enancjomerow
R [42]

2) Poszczegoblne izomery zwigzkow 37 1 38, a takze racemiczny zwiazek referencyjny 9 poddano
zaawansowanym badaniom receptorowym powinowactwa do sklonowanych homomerycznych
receptorow GluA1-3 i GluK1-3 (Tabela 2/P5). Badania te potwierdzily catkowity brak aktywnoS$ci
zwigzkow (R)-37 i (S)-38 oraz umiarkowane powinowactwo pochodnej (R)-38 do podtypow
GluA2, GIuK3, GIuAl i GIuA3. Stwierdzono takze, ze zwigzek referencyjny 9 (kwas 2-amino-3-
(5,6-dichloro-3’-hydroksybifenyl-3-ylo)propionowy) wykazat najsilniejsze powinowactwo do
receptorow GIUA2 (KiGIuA2 = 5.03 uM), 3-krotnie stabiej wigzat si¢ do GluA1, 10-krotnie stabiej
do GIuA3 i GIluK3, ponad 15-krotnie stabiej do GluK2 oraz ponad 18-krotnie stabiej do GluKI.
Bardziej selektywny okazal si¢ (S)-37, ktorego powinowactwo do receptorow GIuA2
(KiGIuA2 =1.74 uM) bylto prawie 4-krotnie silniejsze niz powinowactwo do pozostatych
podtypow AMPA, natomiast powinowactwo do receptorow GluK1-3 bylo w warunkach
eksperymentu zaniedbywalne (KiGluK1-3 > 100 uM, KiGluK1-3/KiGIuA2 > 57). Znamienny jest
fakt, ze wszystkie aktywne fenyloalaniny (9, (S)-37, (R)-38)) wykazaly najsilniejsze
powinowactwo do receptorow GluA2 i kilkukrotnie stabsze powinowactwo do innych podtypow,

co wskazuje na obecno$¢ oddziatywan ligand-receptor takze poza najblizszym otoczeniem liganda

179 = 18e w Publikacji P1, kwas 2-amino-3-(5,6-dichloro-3’-hydroksybifenyl-3-ylo)propionowy
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w znanej kieszeni wigzacej. Wedlug danych literaturowych sktad aminokwasow bioracych udziat
w oddziatywaniu z antagonistami kompetycyjnymi w kieszeni wigzacej GluA2 jest identyczny jak
w przypadku GIuAL.

Dla eutomeréw (czynnych biologicznie enancjomerow) (S)-37 i (R)-38 zbadano dodatkowo ich
powinowactwo do rozpuszczalnych biatek rekombinowanych GIuA2-S1S2J i GluK1l LBD.
Zaobserwowano statystyczng zgodno$¢ powinowactwa zwigzku (S)-37 do biatka GIuA2-S1S2J
I pelnego receptora GluA2. W przypadku (R)-38 natomiast zwigzek wykazal prawie 4-krotnie
nizsze powinowactwo do biatka rekombinowanego w pordéwnaniu z pelnym receptorem
(Tabela 2/P5). Wyniki te sugeruja, ze sposoby oddzialywania obu ligandéw z kieszenig wigzaca

GIuA2 (binding mode), mimo ich strukturalnego podobienstwa moga r6zni¢ si¢ od siebie.

3) Wykonane badania elektrofizjologiczne z wykorzystaniem linii komoérkowych z nadekspresja

homomerycznych receptoréw GIuA2(Q)i potwierdzity antagonistyczny profil obu ligandow (S)-37
i (R)-38 (Rys. 3/P5)

Wyniki badan Kkrystalograficznych.!® Aby wyjasni¢ obserwowane wyniki badan
farmakologicznych dla poszczegdlnych izomerow zwigzkow 37 1 38 oraz oceni¢ sposob
oddziatywania eutomerow w kieszeni wigzacej, rozwigzano Struktury krystaliczne kieszeni
wigzacej LBD podtypu GIUA2 wraz ze zwigzanymi zwigzkami (S)-(+)-37 (PDB ID: 5CBR)
i (R)-(-)-38 (PDB ID: 5CBS, Rys. 9). Stwierdzono, ze oba zwiazki wiazg si¢ kompetycyjnie,
a grupy a-aminokwasowe obu fenyloalanin, pomimo réznic w konfiguracji absolutnej, oddziatuja
z domeng D1 w kanoniczny sposob, obserwowany w przypadkach wszystkich
a-aminokwasowych agonistow i antagonistow AMPA/KA. Ugrupowanie 3-hydroksypirydylowe
w (S)-37 przyjmuje pozycje w glebi kieszeni wigzacej, tworzgc z aminokwasami domeny D2:
Thr655, Thr686 i Tyr702 wigzania wodorowe, czesto obserwowane takze w przypadku innych
antagonistow kompetycyjnych (Rys. 4B/P5 i 6/P5). Odpowiednikiem Tyr702 w GIuA2 jest
Tyr716 w GluA1l oraz fenyloalanina w GIUA3 i GluA4. Roznica ta, wedlug zrodet literaturowych,
jest w duzej mierze odpowiedzialna za selektywne powinowactwo znanych agonistow do GIuA1,2
w porownaniu z GluA3,4. W przypadku zwigzku (S)-37, bezposrednio oddziatujacego z Tyr702,
nie zaobserwowano jednak takiej selektywnosci (podobnie jak w przypadku zwigzku (S)-3h,
publikacje P2 i P3), z czego mozna wnioskowaé, ze W przeciwienstwie do agonistow,
U antagonistoéw zmiana tego konkretnego ugrupowania z tyrozyny na fenyloalaning nie wywiera

tak znaczacego wptywu na powinowactwo.

18 W publikacji P5 zastosowano numeracje GluA2 wg szczurzego podtypu, sekwencja P19491-1 bez peptydu
sygnatowego
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Struktura krystaliczna (R)-38 w kompleksie z GIuA2 ujawnita zupelnie nowy, nie obserwowany
wczesniej system wigzania liganda (binding mode). Bifenylowy fragment zwigzku przyjmuje
pozycje nieobserwowang do tej pory u antagonistow (ani agonistow) W znanych kompleksach
krystalicznych GIuA2 lub GIluK1. Czasteczka liganda zorientowana jest w kierunku tzw. regionu
»zawiasowego” (ang. hinge region), ktory tworza aminokwasy: Thr480, Thr482, Leu498, 11e500,
Ser654, Glu705, Asp728 i Lys730 (Rys. 4F/P5). Grupa fenolowa pierscienia B tworzy wigzanie
wodorowe z Asp728 - oddzialywanie nie obserwowane wczesniej dla kompetycyjnych
antagonistow (Rys. 9B).

Stopien zamknigcia kieszeni wigzacej struktury 5CBR wynosi 7.6° w stosunku do struktury apo.
Podobnie jak w przypadku (S)-3h, wartos¢ ta kwalifikuje si¢ pomigdzy warto$ciami
obserwowanymi dla antagonistow a czeSciowych agonistow (Tabela 2 str. 10). Zwigzek (R)-38
natomiast stabilizuje kieszen wigzaca GluA2 w konformacji catkowicie otwartej i porownywalnej
ze strukturg apo (0.6°-2.3°), co odpowiada petnemu zamknieciu kanatu jonowego.!® Usytuowanie
(R)-38 we wnetrzu LBD powoduje steryczne oddziatywania, ktore zapobiegaja zblizeniu domen
D1 i D2 i utworzeniu wigzania wodorowego Glu402-Thr686, charakterystycznego dla
konformacji zamknietej LBD. Pomimo wigc odmiennej pozycji w kieszeni wigzacej, (R)-38 dziata
poprzez mechanizm foot-in-the-door, charakterystyczny dla wigkszosci kompetycyjnych
antagonistow.

A) B)

T655

Rys. 9. Porownanie struktur krystalicznych GluA2 LBD w kompleksie z (S)-37 (granatowy kolor liganda, zielony
kolor biatka) i (R)-38 (pomaranczowy kolor liganda, r6zowy kolor biatka) (PDB ID: 5CBR i 5CBS). A) widok catej
domeny LBD; B) najwazniejsze oddzialywania ligandéw z aminokwasami kieszenie wigzacej receptora GluA2.

19 W publikacji P5 podano stopien otwarcia LBD, mierzony w stosunku do zamknietej struktury GluA2 w kompleksie
z glutaminianem (1FTJ, moIB). W stosunku do tej struktury stopien otwarcia LBD dla struktury apo wynosi 21.1°
[37,42]
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Reasumujac, w wyniku przeprowadzonych badan otrzymano i przebadano farmakologicznie seri¢
nowych ligandéw receptorow AMPA o strukturze pochodnych biaryloalaniny. Opracowano dwie
struktury krystaliczne kieszeni wigzacej podjednostki GIluA2 z wybranymi zwigzkami

(zdeponowane w bazie danych Protein Data Bank pod kodami 5CBR i 5CBS).

Przeprowadzone badania i analiza uzyskanych kompleksow Kkrystalicznych przyniosty
szereg cennych informacji odno$nie oddzialywania zwigzkéw z grupy biaryloalanin

z receptorami AMPA:

1) Eutomery (czynne biologicznie enancjomery) aminokwaséw o zblizonej strukturze moga
mie¢ rozng konfiguracje absolutna (nie mozna zalozy¢, ze zgodnie z danymi literaturowymi

tylko S-enancjomery mogg by¢ aktywne)

2) Odkryto nowy unikalny sposob wigzania kompetycyjnego antagonisty w kieszeni wigzacej
GluA2. Nowy sposéb oddzialywania liganda w GluA2 LBD moze by¢ zwigzany z odmienng
konfiguracjq absolutna eutomeru. Dokladne zanalizowanie tej relacji wymaga wiekszej iloSci

badan nad czystymi optycznie zwigzkami

Obserwacje te otwieraja nowy punkt widzenia na mozliwe sposoby oddzialywania

antagonisty w receptorze AMPA.

P6. E. Szymanska, B. Nielsen, T.N. Johansen, A.M. Cufiado Moral, D.S. Pickering, K.
Szczepanska, A. Mickowska, K. Kie¢-Kononowicz; Pharmacological characterization and binding
modes of novel racemic and optically active phenylalanine-based antagonists of AMPA receptors;
Eur. J. Med. Chem. 2017, 138, 874-883. doi: 10.1016/j.ejmech.2017.07.007.

P7. E. Szymanska, P. Chatupnik, T.N. Johansen, B. Nielsen, A.M. Cuhado Moral, D.S.
Pickering, A. Wigckowska, K. Kie¢-Kononowicz; Aryl- and heteroaryl-substituted phenylalanines
as AMPA receptor ligands; Chem. Biol. Drug Des. 2017, in press, doi: 10.1111/cbdd.13048.

Projektowanie. Obie prace sg bezposrednia kontynuacjg publikacji P5 (galgzi badawczej
skoncentrowanej na 3’-hydroksybiarylowych pochodnych alaniny) i obejmuja badania zwigzkow
modyfikowanych gléwnie w pozycjach 5 i 6 pierscienia A fenyloalaniny.

1) W pracy P6, analogicznie jak w przypadku publikacji P4, otrzymano i przebadano seri¢
zwigzkéw podstawionych w pozycjach 5 1 6 niewielkimi rozmiarowo ugrupowaniami
0 potencjalnych wtasciwosciach akceptoréw lub donoréw wigzania wodorowego (OH, NH2, NOo,
Cl) w roznych kombinacjach. Dla wigkszosci zwigzkéw utrzymano fragment 3’- lub
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4’-hydroksyfenylu jako pierScien aromatyczny B, jednak w przypadku najbardziej korzystnej
kombinacji podstawnikow w pozycjach 5 i 6 wprowadzono kilka modyfikacji takze
w dodatkowym ugrupowaniu aromatycznym B. Dodatkowo, biorgc pod uwage aktywnosc
farmakologiczng enancjomeréw analogoéw 37 1 38 (opisanych w publikacji P5), podj¢to probe
analizy wplywu podstawienia w pozycjach 5 lub 6 na powinowactwo poszczegolnych

enancjomeroéw do receptorow AMPA (i prawdopodobny system wigzania do kieszeni wigzacej).
HOOC
R', R2=H, Cl, NO,, NH,, OH, OCH,

R3 = OH, 3-F-5-OH, 2,5-diOH
X =CH, N

2) Praca P7 jest oparta na modyfikacjach strukturalnych podstawnika w potozeniu 5 pier§cienia A
fenyloalaniny przy rownoczesnym braku podstawienia w pozycji 6. Porownanie réoznych struktur
krystalicznych kieszeni wiagzacej podjednostek GIUA2 i GluK1 wraz ze zwigzanymi antagonistami
wskazuje, ze grupa tert-butylowa w ATPO, 5-metylowa w UBP310 (str. 11, 12), a takze atom
chloru w (S)-3h (P2, P3, Rys. 5 str. 23) i (S)-37 (P5, Rys. 9 str. 33) zajmuja w kieszeni wigzacej
podobne polozenie, wypetniajac jedng z wnek w powierzchni receptora. Ugrupowania te,
odpowiadajace w dokowaniu podstawnikowi w pozycji 5, pelnia w przypadku antagonistow
kompetycyjnych wazng role w oddzialywaniu z receptorem. Dokladna analiza kompleksow
krystalicznych, wsparta dokowaniem molekularnym, wykazata, ze wspomniane zaglebienie
w kieszeni wigzacej jest otwarte w glab receptora, a otwarcie jest na tyle giebokie, aby wngka
mogla pomiesci¢ wigksze ugrupowania o ptaskim lub liniowym ksztalcie (jak np. pierscien
aromatyczny 5-cio lub ew. 6-cztonowy, tancuch alkilowy z wigzaniem potrojnym). Tak gleboka
cze$¢ LBD nie jest eksplorowana przez antagonistow w zadnej ze znanych do tej pory struktur
krystalicznych kieszeni wigzacej podtypow receptorow AMPA ani kainowych.

Wychodzac z powyzszego zatozenia, w ramach publikacji P7 zaprojektowano seri¢ potencjalnych
ligandow receptorow AMPA, o strukturze 3’-hydroksybifenyloalaniny, posiadajacych

W potozeniu 5 (nie)podstawiony pierscien aromatyczny, 5-cio lub 6-cztonowy.

HOOC

Ar = Ph, tiofenyl, pirazolil
R =H, OH, COOH, COCHj4
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Synteza. Podczas otrzymywania zaprojektowanych zwigzkow w pracach P6 i P7 wykorzystano
zmodyfikowane metody syntetyczne, opracowane w poprzednich badaniach. Dla wybranych
zwiagzkow ich mieszaniny racemiczne zostaty rozdzielone na poszczegdlne enancjomery metoda

HPLC z uzyciem kolumny chiralne;.

Wybrane wyniki badan farmakologicznych.

1) W testach receptorowych in vitro spo$rod badanej serii zwigzkéw bedacej przedmiotem
publikacji P6 pochodne 3’-fenolowe wykazaly w przewazajacej wiekszo$ci mikromolowe
powinowactwo do natywnych receptorow AMPA, ze stala KiAMPA w zakresie 0.92-21 uM,
podczas zwigzki z ugrupowaniem 4’-fenolowym wigzaty si¢ stabiej (KGAMPA = 21-65 uM,
Tabela 1/P6). Analiza zaleznosci pomig¢dzy rodzajem i polozeniem podstawnika w pozycjach
5 lub 6 a powinowactwem do receptorow AMPA pokazata, ze grupy polarne w potozeniu 6, takie
jak aminowa lub fenolowa, byly tolerowane przez receptor w podobnym stopniu, jak chlor, grupa
nitrowa a nawet brak podstawnika (z wyjatkiem grupy metoksylowej, ktorej obecnosé
eliminowata powinowactwo do receptorow AMPA). Z drugiej strony, wprowadzenie atomu
chloru w potozenie 6 zwigzkoéw 5-podstawionych zwigkszyto ich powinowactwo. Najbardziej
korzystnym dla aktywnosci okazato si¢ podstawienie 5-nitro-6-chloro w pierscieniu A. Otrzymano
kilka zwigzkow z tej serii, roznigcych si¢ ugrupowaniem aromatycznym B 1 zaobserwowano
najwyzsze powinowactwo W calej serii dla aminokwasu, w ktorym do pier$cienia B wprowadzono
dwie grupy hydroksylowe w potozenia 2’ i 5° (zwiazek 5r,° KiAMPA = 0.92 uM). Zwiazek ten
okazal si¢ najbardziej aktywnym aminokwasem, otrzymanym do tej pory w catym projekcie.
Obserwacja ta wydaje si¢ zaskakujaca w swietle dotychczasowych badan, w ktérych stwierdzono,
ze dodatkowe grupy hydroksylowe obnizaja powinowactwo do receptorow AMPA, a fragment
2’-hydroksyfenylowy jest szczegdlnie niekorzystny (publikacja P5).

2) Wsrdd diarylopodstawionych pochodnych fenyloalaniny, opisanych w publikacji P7,
przewazajaca wiekszo$¢ wigzata si¢ do natywnych receptorow AMPA z powinowactwem
poréownywalnym do 5,6-niepodstawionego zwiazku referencyjnego 3a?* KiAMPA = 9.5-28 uM
(Tabela 1/P7). Nie zauwazono zdefiniowanej relacji pomigdzy strukturg badanych zwigzkéw a ich
powinowactwem, poza spostrzezeniem, ze w zwigzkach terfenylowych (zawierajacych trzy
nieskondensowane pier§cienic benzenu w czgsteczce) grupa hydroksylowa w potozeniu 2
trzeciego pierScienia (grupa 2’’-fenolowa) wplywa na obnizenie sity wigzania. Najbardziej

aktywna w tej serii okazata si¢ pochodna fenyloalaniny, posiadajaca jako podstawnik w polozeniu

20 5r: kwas 2-amino-3-(6-chloro-2',5'-dihydroxy-5-nitro-[1,1'-bifenyl]-3-ylo)propionowy
21 3a = 38 opisany w publikacji P5, kwas 2-amino-3-(3’-hydroksybifenyl-3-ylo)propionowy
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5 pierscien pirazolu (7e,%22 KiAMPA = 4.6 uM). W badaniach powinowactwa do homomerycznych
klonowanych receptoréw z grupy AMPA, 7e wykazal dwukrotnie wyzsze powinowactwo do

GluA2 w poroéwnaniu z GluA3 (KiGIuA2 = 14.7 uM vs. KiGIuA3 = 38.4 uM).

3) Do nastepnego etapu badan przestanke stanowito podobienstwo strukturalne oraz wyniki
powinowactwa do receptorow AMPA opisane w publikacji P5 dla zwigzkow 37 i 38.
W przypadku 5,6-dichloro podstawionego aminokwasu 37 jedynym czynnym biologicznie
enancjomerem jest prawoskretny izomer S, podczas gdy za aktywno$¢ 5,6-niepodstawionego
zwigzku 38 odpowiada jedynie jego lewoskretny enancjomer R. Co wigcej, oba zwigzki wigzg sig¢
w odmienny sposob do kieszeni wigzacej receptora GluA2. Aby zbada¢ wpltyw podstawienia
W potozeniu 5 1 6 pierscienia A na powinowactwo poszczego6lnych enancjomerdéw do receptorow
homomerycznych GIuA2 i GIuA3, w pracy P6 poddano badaniom radioreceptorowym
enancjomery monopodstawionych pochodnych, zawierajacych atom chloru w pozycji 5 (zwigzek
5d®) lub w pozycji 6 (zwigzek 5a?*). Zbadano takze powinowactwo poszczegolnych
enancjomerdéw najbardziej aktywnego aminokwasu Sr.

We wszystkich trzech przypadkach enancjomery lewoskre¢tne (o spodziewanej konfiguracji
absolutnej R) wykazaly wyzszg site wigzania do receptora GIUA2 od enancjomerow
prawoskretnych (o spodziewanej konfiguracji absolutnej S). Dla zwigzku 5r roznica ta jest ponad
10-krotna a statle powinowactwa dla izomerow (+)-5r i (-)-5r wynosza odpowiednio:
KiGIuA2 =184 uM i 1.71 uM (Tabela 2/P6). Szczegdlnym przypadkiem jest zwigzek 5a, dla
ktorego enancjomer lewoskretny jest w catosci odpowiedzialny za powinowactwo do receptora
GluA2, podczas gdy enancjomer prawoskretny jest nieaktywny (podobnie jak w przypadku 5,6-
niepodstawionego zwiazku (R)-(-)-38). Obserwacja ta sugeruje, ze w badanych przypadkach
obecno$¢ podstawnika (atomu chloru) w pozycji 5 pierscienia A fenyloalaniny jest niezbedna do
wigzania aminokwaséw o konfiguracji absolutnej S. Stwierdzono takze, ze wszystkie badane
enancjomery (poza (+)-5a) znacznie silniej wigzaty sie¢ do homomerycznego receptora GIuA2

W poréwnaniu z receptorem GluA3.

4) W ramach pracy P6 wykonano testy elektrofizjologiczne z wykorzystaniem linii komoérkowe;j
z nadekspresjag homomerycznych receptoréw GIUA2(Q)i, w ktorych potwierdzono antagonizm

kompetycyjny zwigzku (—)-5r wobec badanego receptora (Kp =2.13 + 0.28 uM, Rys. 2/P6).

22 7e: kwas 2-amino-3-(3'-hydroksy-5-(1H-pirazol-4-ylo)-[1,1'-bifenyl]-3-ylo)propionowy
23 5d: kwas 2-amino-3-(5-chloro-3'-hydroksy-[1,1'-bifenyl]-3-ylo)propionowy
24 5a: kwas 2-amino-3-(6-chloro-3'-hydroksy-[1,1'-bifenyl]-3-ylo)propionowy
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Modelowanie czasteczkowe.” Przeprowadzone symulacje wiazania ligandéw do GluA2 sa
znacznie utrudnione przez nieznajomo$¢ konfiguracji absolutnej eutomeru i docelowej pozycji
struktury zwigzku w kieszeni wigzacej. Dokowanie zostato wiec przeprowadzone dla grupy
enancjomeréw 0 konfiguracji S i R wszystkich zwigzkéw otrzymanych w ramach prac P6 i P7.
Jako cele biatkowe (szablony do dokowania) w obliczeniach uwzgledniono kompleksy
krystaliczne 5CBR oraz 5CBS, wykrystalizowane z bifenyloalaninami (S)-37 i (R)-38 (opisane

w publikacji P5) i reprezentujgce dwa odmienne sposoby wigzania liganda w LBD GluA2.

1) Dokowanie do 5CBR. Najwyzsze wyniki funkcji Docking Score (najlepsze dopasowanie)
w przypadku dokowania do SCBR osiaggnicto dla S-enancjomerow zwiazkéw posiadajacych
podstawnik(i) w pozycji 5 lub 5 i 6 pierscienia aromatycznego A. W Kieszeni wiazacej GluA2
konformacje tych ligandéw odtwarzaja system oddzialywan wykrystalizowanego antagonisty
(5)-37 (Rys. 10). Na Rys. 10A i 10B przedstawiono, jako przyktady, najbardziej korzystne
konformacje dla zwigzkow (S)-5r (publikacja P6) i (S)-7e (publikacja P7).

A) B)

ARG-485 s ARG-485 SER-654
SER-654 THR-655
S
R THR-655 7 /
& bt )
THR-480 --

. TYR-702

IV 5% TYR-702 , ] =R /‘\;3&’;", . b
- 2 U ) SRS
PRO-478 L\ \‘ ‘T»sss Pg-iTe THR-686

oLtg0e r GLU-705
—)

3 N\
TYR-405 _Igl iy 'y TYR-405 y THR-707
Y THR-707

Rys. 10. Wyniki dokowania zwigzkéow (S)-5r (A) i (S)-7e (B) do kompleksu krystalicznego 5CBR. Kolorem
fioletowym oznaczono zadokowany ligand, zottym — wykrystalizowany ligand (S)-37, zielonym — wybrane
aminokwasy kieszeni wiazacej GluA2 w 5CBR.

W przypadku zwiagzku (S)-5r jedna z grup fenolowych, odpowiadajaca grupie 3’-fenolowej
antagonisty (S)-37, tworzy wigzania wodorowe z Tyr702 i Thr686, druga za$ umiejscowiona jest
w poblizu polarnych tancuchéw bocznych aminokwaséw Ser654 1 Thr655 oraz czasteczki wody,
nie oddziatuje jednak z nimi poprzez wigzanie wodorowe. Brak takiego oddzialywania, obecnego

w strukturze krystalicznej SCBR pomigedzy atomem azotu w pierscieniu pirydyny liganda (S)-37

25 W publikacjach P6 i P7 zastosowano numeracje GluA2 wg szczurzego podtypu, sekwencja P19491-1 bez peptydu
sygnatowego (patrz Tabela 3, str. 14)
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a Thr655, jest z pewnoscia jednym z czynnikdéw przyczyniajacych si¢ do nizszego powinowactwa
zwigzku (S)-5r do receptora GIuA2 (KiGIuA2 = 18.4 uM) w poréwnaniu z (S)-37.

Grupa nitrowa liganda (S)-5r odpowiada usytuowaniu atomu chloru w potozeniu 5 antagonisty
(5)-37 (Rys. 10A) i oddzialuje wigzaniami van der Waalsa i pozytywnymi sitami Coulomba
Z otaczajagcymi aminokwasami domeny D1 (Glu402, Tyr405, Tyr450, Pro478) oraz D2 (Thr707,
Met708, Tyr732). Obliczone energie oddziatywan z ligandem, pochodzace od poszczegolnych
aminokwaséw W tym miejscu receptora tworzg znaczacy wkiad do funkcji Docking Score
(podobne wyniki osiggnigto dla innych bifenyloalanin, podstawionych w potozeniu 5 lub 5,6).
Obserwacja ta sugeruje, ze zwigzki posiadajace podstawnik w potozeniu 5 chetnie begda
oddziatywaé z receptorem w utozeniu analogicznym do (S)-37. Z drugiej strony, w przypadku
zwigzku 5a brak podstawienia w pozycji 5 owocuje znacznym spadkiem wartosci funkcji Docking
Score, co wraz z wynikami powinowactwa enancjomerow tego aminokwasu sugeruje System
oddziatywan liganda (R)-5a z receptorem GluA2 analogiczny jak w przypadku (R)-38.

W tej samej wnece, wedtug wynikéw dokowania, umiejscowiony jest pier§cien pirazolu zwigzku
(S)-7e (Rys. 10B i 11). Wedtug danych literaturowych, w konformacji zamknigtej GluA2 LBD
wneka ta jest zdolna pomieséci¢ grupe benzylowg — taka sytuacja zostata opisana dla jednego
z agonistow receptorow AMPA, zwigzku BnTetAMPA (PDB ID: 2P2A) [56]. Oddziatywanie
grupy benzylowej zwiazku BnTetAMPA z otaczajacymi niezakonserwowanymi aminokwasami

wngeki w duzym stopniu ma przyczyniac si¢ do obserwowanej selektywnos$ci agonisty (Rys. 11).

SER-654 ;/

ARG-485

THR-655

TYR-711

PRO-404

Rys. 11. Nalozenie zadokowanej struktury zwigzku (S)-7e wraz z szablonem 5CBR na strukture krystaliczng GluA2
LBD ze zwigzanym agonista BnTetAMPA (PDB ID: 2P2A): kolorem fioletowym oznaczono zadokowany ligand
(S)-7e, zielonym — wybrane aminokwasy kieszeni wiazacej GluA2 w 5CBR, zéttym — wykrystalizowany ligand
BnTetAMPA, pomaranczowym — wybrane aminokwasy kieszeni wigzacej GluA2 w 2P2A.
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W przypadku konformacji (S)-7e uzyskanej w wyniku dokowania, pierScien pirazolu tylko
czeSciowo zanurzony jest w opisanej wnece kieszeni wigzacej, a jego bezposrednie potgczenie
Z pierscieniem fenyloalaniny w pozycji 5 nie pozwala przyja¢ mu optymalnej pozycji, jaka
przyjmuje u agonisty ugrupowanie fenylu, polaczone z rdzeniem czasteczki BnTetAMPA przez
mostek metylenowy. Z tego tez wzgledu ugrupowanie pirazolu nie wykorzystuje mozliwosci
tworzenia wigzan wodorowych z formujgcymi wneke aminokwasami polarnymi. W przysztych
badaniach nalezy wiec uwzgledni¢ wprowadzenie ugrupowania aromatycznego, potaczonego
Z polozeniem 5 pierScienia aromatycznego A za pomoca mostka metylenowego, azotu aminy
drugorzgdowej lub innego réwnowaznego linkera.

2) Dokowanie do 5CBS. W przypadku kompleksu SCBS mamy do czynienia z kieszenig wigzaca
o wigkszej objetosci w porownaniu z SCBR (stopien otwarcia domen D1 1 D2 jest poréwnywalny
z maksymalnie otwartg strukturg apo). Dokowanie finalnych zwigzkéw do tego szablonu
pozwolito uzyska¢ pozytywne wyniki dla wszystkich dokowanych ligandow z konfiguracjag R
grupy aminokwasowej, takze diarylopodstawionych pochodnych fenyloalaniny zawierajacych

w swej strukturze trzy pier§cienie nieskondensowane benzenu (pochodne terfenylu) (Rys. 12).
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Rys. 12. Wyniki dokowania finalnych zwiazkéw do kompleksu krystalicznego 5CBS. Kolorem fioletowym
oznaczono wykrystalizowany ligand (R)-38, zielonym — wybrane aminokwasy kieszeni wigzacej GluA2 w 5CBS.
A) Dokowanie liganda (R)-5r; B) Dokowanie diarylo podstawionych pochodnych fenyloalaniny.

Obserwowane niskoenergetyczne konformacje zadokowanych ligandow odtwarzaja sposob
wigzania zwigzku (R)-38 w strukturze 5CBS, z grupg 3’- lub 4’-fenolowg tworzaca wigzanie
wodorowe z Asp728. W przypadku ligandow z publikacji P7 (diarylofenyloalanin) dodatkowe
ugrupowanie aromatyczne jest usytuowane blisko regionu zawiasowego migdzy domenami D1
(Thr482) i D2 (Ser654), a w wigkszosci przypadkow dla zwigzkoéw z tej serii zaobserwowano

oddziatywanie z Thr482. Uzyskane wyniki tego dokowania nie dowiodly jednak jednoznacznej
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zalezno$ci pomiedzy wartosciami funkcji Docking Score a wynikami farmakologicznymi, nie
uzasadniajg takze wysokiej aktywnos$ci zwigzku 7e (Rys. 12B).

Najwyzsze wartosci funkcji Docking Score zaobserwowano dla zwigzku (R)-5r. Grupa fenolowa
w polozeniu 2’ tego zwiagzku oddzialuje wigzaniem wodorowym z dwoma aminokwasami:
Thr480 domeny D1 i Glu705 domeny D2, uniemozliwiajac wytworzenie wigzania Thr480-
Glu705 obserwowanego w zamknigtych strukturach agonistow (1FTJ and 1FTM). Grupa nitrowa
W pozycji 5 pierscienia A fenyloalaniny pelni podobng role, stabilizujac otwarta konformacje
LBD w regionie zawiasowym poprzez oddzielenie domeny D1 od D2 i oddzialywanie z waznym
aminokwasem S654 z domeny D2 (Rys. 12A). Wysoki wynik funkcji Docking Score dla liganda
(R)-5r znajduje swoje odzwierciedlenie w wysokim powinowactwie tego zwigzku do

homomerycznego receptora GIUA2.

Reasumujac, w ramach pracy P6, w wyniku modyfikacji podstawienia w polozeniach 5 i 6
pierscienia fenyloalaniny A oraz dodatkowej modyfikacji ugrupowania B uzyskano aminokwas,
ktory w postaci racemicznej wykazuje najwyzsze w catlym projekcie powinowactwo do
natywnych receptorow AMPA (5r). Badania aktywno$ci poszczegdlnych enancjomeréw dla
wybranych aminokwaséw wskazuja, ze powinowactwo pochodnych biaryloalaniny jest
najczesciej wynikiem wigzania obu enancjomeréw w kieszeni wigzacej receptora. Wyniki badan
farmakologicznych, krystalograficznych i modelowania molekularnego, opisane w publikacjach
P5 i P6, sugeruja, ze obecno$¢ podstawnika w pozycji 5 pierScienia A oraz obecno$é
pirydylowego ugrupowania B determinujg aktywnos$¢ enancjomeru S i sposoéb wigzania w LBD
obserwowany dla zwigzku (S)-(+)-37. Z drugiej strony brak podstawnika w pozycji 5 i obecno$¢
fenolowego ugrupowania B (a w szczegbélnosci ugrupowania 2’°,5’-dihydroksyfenylowego) to
czynniki zwigkszajace powinowactwo enancjomeru R i prawdopodobienstwo wigzania w sposob
opisany dla zwigzku (R)-(-)-38.

W pracy P7, w wyniku przeprowadzonych badan dowiedziono, ze 3,5-diarylopochodne
fenyloalaniny wiaza si¢ do natywnych receptoréw AMPA, ale, wbrew zatozeniom, w wiekszosci
przypadkéw dodatkowe ugrupowanie arylowe w potozeniu 5 fenyloalaniny nie zwigksza
powinowactwa do AMPA w stosunku do zwigzku referencyjnego, (RS)-38. Bioragc pod uwage
wyniki dokowania, mozna przypuszczaé, ze najbardziej aktywny zwigzek 7e wigze si¢ jako
izomer S w pozycji podobnej do (S)-37, podczas gdy wigksze rozmiarowo pochodne terfenylowe
przyjmujg we wnetrzu GluA2 LBD pozycje analogiczng do (R)-38. Nie mozna jednak wykluczy¢
mozliwosci oddziatywania tych zwigzkéw w obu mozliwych trybach, co dodatkowo utrudnia

znalezienie $cistej zalezno$ci struktura-aktywnos¢.
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3.5.3 Podsumowanie osiagni¢¢ stanowigcych obszar habilitacji

Racjonalne metody projektowania, poparte modelowaniem molekularnym i dokowaniem do
dostepnych struktur krystalicznych, pozwolity na zaplanowanie oraz przeprowadzenie syntezy
kilkudziesigciu zwiazkéw, bedacych pochodnymi fenyloalaniny, jako ligandéw jonotropowych
receptorow glutaminianergicznych AMPA i1 KA. Docelowe zwigzki otrzymano w postaci
mieszanin racemicznych lub czystych optycznie enancjomeréw 1 poddano badaniom
farmakologicznym in vitro w celu okreslenia ich powinowactwa i profilu funkcjonalnego. Nalezy
zaznaczyC, ze zaden z otrzymanych zwigzkéw nie wykazal znaczacego powinowactwa do
natywnych receptoréw NMDA ani do homomerycznych sklonowanych receptorow podtypu
GluK2. Uzyskane dane farmakologiczne zostaly wzbogacone licznymi badaniami strukturalnymi,
zardbwno krystalograficznymi jak i obliczeniowymi, przeprowadzonymi w celu wyjasnienia
zaobserwowanych wynikow oraz doglebnej analizy sposobu oddziatywan otrzymanych ligandow

z receptorem/receptorami podtypu GIuA2 i/lub GluK1.

Za najwazniejsze osiagniecia i wnioski wyplywajace z powyzszych badan mozna uznac:

e Opracowanie metod syntezy odpowiednich zwigzkow finalnych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem nowoczesnych metod metaloorganicznych

e Opracowanie zaleznosci struktura-aktywno$¢ oraz wymogow strukturalnych ligandow
wpltywajace na zwigkszenie (selektywnego) powinowactwa do poszczegdlnych receptorow
lub ich podtypow w grupie pochodnych 2-karboksyetylofenyloalaniny

e Rozwigzanie struktur krystalicznych kieszeni wiazacej podjednostki GluA2 oraz GluK1
wraz ze zwigzanym antagonista o budowie 2-karboksyetylofenyloalaniny i poréwnanie
specyfiki oddziatywan tego liganda z oboma receptorami, co ma duze znaczenie dla
dalszego projektowania zwigzkow w tej serii

e Opracowanie zaleznosci struktura-aktywno$¢ oraz wymogoéw strukturalnych ligandow
wpltywajace na zwigkszenie (selektywnego) powinowactwa do poszczegdlnych receptorow
lub ich podtypow w grupie pochodnych bifenyloalaniny. Zaprojektowanie unikalnej
struktury ogolnej potencjalnych ligandow receptorow AMPA, w ktorej grupa fenolowa
spetnia role dodatkowej grupy kwasowej

e Obserwacja, iz, wbrew licznym doniesieniom literaturowym, enancjomery R antagonistow
0 budowie aminokwasowe] mogg by¢ odpowiedzialne lub czesciowo odpowiedzialne za
wigzanie do receptora

e Rozwigzanie i porownanie dwoch struktur krystalicznych kieszeni wigzacej podjednostki
GluA2 wraz ze zwigzanymi biaryloalaninami - bliskimi analogami strukturalnymi, co
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pozwolilo na odkrycie, Ze istnieja co najmniej dwa odmienne tryby wigzania si¢ liganda
0 budowie aminokwasowej do kieszeni wigzacej GluA2

Odkrycie unikalnego sposobu wigzania liganda z receptorem (binding mode)
zaobserwowanego w jednej z rozwigzanych struktur krystalicznych. Taki tryb oddziatywan
ligand-receptor nie byl dotychczas obserwowany dla innych agonistow ani antagonistow
kompetycyjnych w znanych kompleksach krystalicznych podtypow receptorow AMPA lub
kainowych. Uzyskana struktura krystaliczna rzuca nowe $wiatlo na podstawy molekularne
oddzialywania ligand-receptor w przypadku receptorow AMPA 1 KA

Okreslenie niektorych wymogoéw strukturalnych wptywajacych na powinowactwo
poszczegbdlnych enancjomeréw oraz na prawdopodobny sposdb wigzania tych zwigzkéw
W kieszeni wiazacej. Obserwacje te pozwalaja na dokladniejsze projektowanie struktur

ligandow przy zatozeniu konkretnego utozenia zwigzku w LBD receptora
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4. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWYCH

4.1 Dzialalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Moja dziatalno$¢ naukowa w Zaktadzie Technologii Chemicznej Srodkéow Leczniczych CM UJ
poczatkowo byla zwigzana z tematem aminokwasowych pochodnych imidazolidynonu
wykazujacych powinowactwo z miejscem wigzacym glicyne w receptorze NMDA czy miejscem
wigzacym benzodiazeping W receptorze GABA (publikacje A20, A21, Zatacznik 6). Szybko
jednak skoncentrowalam si¢ na innym temacie badawczym, ktorym byla synteza i aktywno$¢
przeciwgrzybicza, przeciwbakteryjna, a w szczegélnosci przeciwgruzlicza pochodnych
5-arylidenoimidazol-4-onu.

W ramach tego tematu przeprowadzitam synteze chemiczng kilkudziesigciu nowych zwigzkoéw
zawierajacych w swej strukturze fragment 5-arylideno-3,5-dihydro-4H-imidazol-4-onowy oraz
w pozycji 2 podstawnik tioarylo(aryloksy)alkilowy, aminowy lub hydrazydowy. W swojej pracy
wykorzystalam zaréwno konwencjonalne metody literaturowe jak i nowoczesne metody syntezy
przy udziale mikrofal. Aktywno$¢ przeciwbakteryjna i przeciwgrzybicza otrzymanych zwigzkow
byta badana we wspolpracy z prof. dr hab. Andrzejem Kasprowiczem oraz dr Anna Biatecka
z Centrum Mikrobiologii i Autoszczepionek w Krakowie, natomiast badania in vitro na
aktywno$¢ antymykobakteryjng zostaly przeprowadzone w USA w ramach programu
Tuberculosis Antimicrobial Acquisition and Coordinating Facility. Uzyskane wyniki staly sig¢
podstawa do proby okreslenia zaleznosci struktura-aktywnos$¢ dla serii  otrzymanych
5-arylidenoimidazo-4-onow.

Analizujac  whasciwosci spektroskopowe otrzymanych zwigzkow stwierdzitam, ze badane
pochodne moga wystegpowa¢ w roztworach 1 ciele staltym jako mieszanina mozliwych
tautomeréw, co bylo zaczatkiem moich zainteresowan badaniami strukturalnymi w chemii
organicznej. Szczegotowe badania struktury otrzymanych zwiazkow, izomerii E/Z i tautomerii
w roztworach i w ciele statym przeprowadzitam we wspotpracy z dr Wojciechem Schilfem
z Instytutu Chemii Organicznej PAN w Warszawie (spektroskopia *>N-NMR) oraz z prof. dr hab.
Janing Karolak-Wojciechowska z Instytutu Chemii Ogodlnej i Ekologicznej Wydziatu
Chemicznego Politechniki Lodzkiej (metody krystalograficzne). Do analizy budowy opisywanych
potaczen wykorzystatam takze elementy modelowania molekularnego. Przeprowadzitam analize
konformacyjng wybranych zwigzkow uzyskujac niskoenergetyczne konformacje przestrzenne,
ktére nastgpnie poréwnalam poprzez superpozycje ze strukturami krystalicznymi.

Przeanalizowatam wielko$¢ energetycznej bariery rotacyjnej dla wigzania pomiedzy czeScia
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arylidenowa a imidazolowa czasteczki. Otrzymane wyniki badan strukturalnych w grupie
5-arylidenoimidazo-4-onéw staly si¢ kanwg dalszej wspotpracy z prof. dr hab. Karolak-
Wojciechowska.

Dodatkowo, dla serii zsyntetyzowanych zwigzkéw oznaczytam eksperymentalnie wiasciwos$ci
lipofilowe, wykorzystujac metode chromatografii cienkowarstwowej z odwréconymi fazami
(RP-TLC). Uzyskane wyniki poréwnatam z wartoSciami teoretycznego wspotczynnika podziatu,
obliczonymi przy pomocy roéznych programéw komputerowych. Dla wybranych potaczen
przeprowadzono takze probe ich trwalosci w roztworach DMF i1 DMSO, w §rodowisku kwasnym
I zasadowym oraz przeanalizowano mozliwe szlaki metaboliczne.

Catoksztatt tych prac wykonanych w latach 1998-2005 stat si¢ przedmiotem mojej rozprawy
doktorskiej, ktorg obronitam z wyrdznieniem na poczatku 2005r. Wyniki powyzszych badan
zostaly opublikowane w postaci cyklu publikacji (A15-Al9, A22, Zalacznik 6), jednego
zgloszenia patentowego (Polska) oraz przedstawione w postaci kilku zgltoszen zjazdowych na
konferencjach o zasiggu krajowym i migdzynarodowym. Prace obj¢te byty m.in. finansowaniem
w ramach dwoch projektow KBN, w tym jednego promotorskiego i jednego wtasnego, w ktorym

petnitam role kierownika projektu.

4.2 Aktywnos$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Prawie natychmiast po uzyskaniu stopnia doktora dostatam mozliwo$¢ wyjazdu na stypendium
po-doktorskie w 6wczesnej Royal School of Pharmacy (obecnie Faculty of Health and Medical
Sciences, University of Copenhagen) w stolicy Danii, Kopenhadze. Badania prowadzone na tej
uczelni obejmowaly m.in. syntez¢ chemiczng, modelowanie molekularne i uczestnictwo
w badaniach radioreceptorowych in vitro. Bratam takze udzial jako prowadzacy w zajeciach
dydaktycznych (po angielsku). Wiodacym tematem mojej dziatalnosci naukowej byty ligandy
jonotropowych receptoréw kwasu glutaminowego. Badania te zaowocowaty dalsza wspotpraca po
powrocie do Polski i cyklem publikacji bedacych przedmiotem postgpowania habilitacyjnego
(P1-P7).

W lutym 2008 roku podjetam prace w jednostce macierzystej, Katedrze Technologii
i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych CM UJ. Poczatkowo moja dziatalnos¢ zwiazana byla
zrola wykonawcy w grancie MNiSW 1 obejmowata syntezg ligandow metabotropowych
receptorow kwasu glutaminowego mGIUR2 i mGIuR3 w grupie pochodnych hydantoiny.
Nastepnie w 2009 roku, wraz z otrzymaniem dofinansowania w ramach projektu MNiSW,
rozpoczetam kontynuacje tematu badawczego rozpoczetego na Uniwersytecie w Kopenhadze we
wspolpracy z dunskim zespotem naukowym.
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Rownolegle do gtownego nurtu moich zainteresowan, w pracach badawczych czgsciowo
powrdcitam do zagadnien zwigzanych z aktywnos$cig farmakologiczng 1 wlasciwosciami
pochodnych imidazol-4-onu. Nawigzana poprzednio wspolpraca z prof. dr hab. Karolak-
Wojciechowska zaowocowata ponownie wspdlnymi badaniami z zakresu badan strukturalnych,
co znalazto odzwierciedlenie w dwodch kolejnych publikacjach (A13 i Al4, Zatacznik 6). Dzigki
wspotpracy z ukrainskim zespotem prof. Romana Lesyka z Uniwersytetu we Lwowie, otrzymane
w ramach pracy doktorskiej zwigzki zostaly dodatkowo zbadane in vitro w kierunku aktywnos$ci
przeciwnowotworowej z wykorzystaniem panelu 60 rodzajéow linii komorkowych
reprezentujagcych modele zachorowan nowotworowych. Wiekszo§¢ zwigzkéw wykazata
aktywnos$¢ w stezeniach mikro- i submikromolowych w jednym lub kilku modelach: biataczki,
czerniaka, nowotworéw pluc, nerek, jelita grubego, jajnika, prostaty, piersi lub nowotworu
moézgu. Wyniki tych badan zostalty porownane z wynikami uzyskanymi dla analogicznych
tiazolidynonow i zaprezentowane we wspolnej publikacji (A12).

W latach 2009-2013 wzietam udziat w Kkilku projektach, bedacych owocem wspotpracy Katedry
oraz grupy badawczej z Uniwersytetu Srodziemnomorskiego w Marsylii (Department of
Pharmaceutical Chemistry, Faculty of Pharmacy, Aix-Marseille University) zajmujacym si¢
tematyka lekoopornosci bakteryjnej pod przewodnictwem prof. Jean Marie Pagésa. W ramach
tych projektow zajmowatam si¢ projektowaniem, synteza i modelowaniem molekularnym
zwigzkow 0 budowie opartej na strukturze hydantoiny, o potencjalnym dziataniu hamujacym
biatkowe pompy wyrzutu lekow, tzw. EPIs (ang. efflux pumps inhibitors). Przedmiotem badan
byly wybrane pochodne 5,5-difenylohydantoiny lub 5-metylo-5-naftylohydantoiny, zawierajace
W potozeniu 1 lub w potozeniu 3 pierscienia hydantoiny podstawnik alkiloaminowy lub
zabudowang grup¢ guanidynowa. Badania byly wykonywane w jednostce macierzystej oraz na
Uniwersytecie Srodziemnomorskim w Marsylii  podczas kilku wyjazdow o charakterze
naukowym (m.in. krotkie stypendium naukowe Short-Term Scientific Mission w ramach
programu COST Action BMO0701), a ich wyniki zostaty opublikowane w kilku pozycjach
0 zasiggu migdzynarodowym i wysokim wskazniku Impact Factor (A3, A4, A8, All, Zatacznik
6).

Jednym z moich gléwnych zainteresowan po doktoracie stalo si¢ zastosowanie technik
modelowania molekularnego i dokowania w dziedzinie chemii medycznej, zarowno do analizy
zalezno$ci struktura-aktywnos¢ jak i do projektowania nowych zwigzkow biologicznie czynnych.
Dzig¢ki nabytemu w Kopenhadze do$wiadczeniu, moja umiej¢tnos¢ wykorzystania tych metod

znalazta uznanie wspOlpracownikow (publikacje A5, A7-Al0, Zalacznik 6), a takze jest
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przedmiotem czeSci zaje¢ fakultatywnych dla studentow IV roku farmacji ,,Modelowanie
w racjonalnym projektowaniu lekow”.

W ostatnich latach moja dziatalno$¢ naukowa, poza glownym nurtem badawczym, skupita si¢ na
tematyce receptorow adenozynowych, prowadzonej w ramach projektu ,,Poszukiwanie nowych
ligandow receptoréw adenozynowych o wlasciwosciach lekopodobnych” (projekt NCN
Harmonia, kierownik: prof. dr hab. Katarzyna Kie¢-Kononowicz, publikacje A2, A6, A7,
Zatgcznik 6). Receptory adenozynowe Az, Aca, Ae | As nalezg do rodziny receptorow
purynowych, metabotropowych, a miejsce wigzania agonistow i kompetycyjnych antagonistow
miesci si¢ pomigdzy domenami transblonowymi w poblizu regionu zewnatrzkomoérkowego
receptora. Poczatkowo moj wkiad w prace badawcza w tej tematyce polegal na zadokowaniu
obszernej serii trojcyklicznych pochodnych 2,6-purynodionu do szablonu struktury krystalicznej
Aoa. Na podstawie uzyskanych wynikoéw zanalizowano gtéwne oddziatywania odpowiedzialne za
wigzanie ligandow oraz zasugerowano wymogi strukturalne wpltywajace na powinowactwo
zwigzkow do receptora. Rezultaty obszernych badan zostaty zaprezentowane na Kilku
miedzynarodowych konferencjach, a cz¢s¢ z nich zostata takze opublikowana (publikacja A7).
Trudno$¢ modelowania receptorow adenozynowych wigze si¢ w duzej mierze z silnymi
oddzialywaniami ligandow/antagonistéw z petlami zewnatrzkomorkowymi (w szczegodlnos$ci
ztzw. EC2, $rodkowa petla zewnatrzkomorkowa). O ile region transmembranowy jest
w wysokim stopniu konserwatywny, szczegélnie w obrgbie A1, Aza, Azg, o tyle zaréwno sktad,
jak 1 dtugos¢ petli pomiedzy poszczegdlnymi podtypami receptorow roznig si¢ w duzym stopniu.
Obecnie dostepne sg kompleksy krystaliczne tylko dla ludzkiego receptora A2a, wykrystalizowane
z ligandami o réznym profilu funkcjonalnym oraz liczne modele homologiczne pozostatych
podtypow. Niestety, podczas gdy modele homologiczne zwykle do$¢ doktadnie odzwierciedlaja
region transblonowy, to petle sg trudne do wymodelowania ze wzgledu na ich fleksyjne utozenie
(niestabilizowane strukturami trzeciorzgdowymi typu a-helisa lub B-wstgga). Co wigcej, wyniki
badan farmakologicznych wskazuja, Zze te same zwigzki wykazujg rozne powinowactwo dla tych
samych podtypdéw receptoréw w zaleznos$ci od ich pochodzenia gatunkowego (np. do ludzkiego
lub szczurzego receptora Aza). W kolejnej pracy podjetam si¢ zanalizowania réznic w sktadzie
Kieszeni wigzacej dla ludzkich i szczurzych receptorow Ai i Aoa oraz wplywu tych rdéznic na
selektywno$¢ gatunkowa w obrebie tego samego podtypu i na selektywnos$¢ pomiedzy podtypami
tego samego gatunku.

W pracy wykorzystatam metody budowania i doskonalenia modeli homologicznych oraz
dokowania fleksyjnego (induced fit docking) oraz sztywnego. Dokowanie zostato przeprowadzone

dla kolejnej serii trojcyklicznych pochodnych 2,6-purynodionu, zsyntetyzowanych wczesniej
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w naszej Katedrze i przebadanych in vitro w kierunku powinowactwa do ludzkich i szczurzych
receptorow - Ai-As we wspdtpracy z prof. Christa Miller z Instytutu Farmaceutycznego
Uniwersytetu w Bonn. Na podstawie uzyskanych wynikéw zanalizowano gtéwne oddziatywania
odpowiedzialne za obserwowane roznice w powinowactwie zwigzkow. Wnioski te zostaty
opisane w publikacji A2.

Ostatnio nawigzatam takze wspolprace z prof. Bassemem Sadkiem z College of Medicine and
Health Sciences, United Arab Emirates University. Nasze wspdlne badania skupiajg si¢ na
aktywnosci przeciwdrgawkowej pochodnych fenyloalaniny, a cze$¢ wynikéw zostata ostatnio

opublikowana (publikacja A1, Zatacznik 6).

4.3 Podsumowanie dzialalnosci naukowo-badawczej

MJdj dorobek naukowy obejmuje w obecnej chwili 30 publikacji, ktorych jestem autorem lub
wspélautorem, w tym 28 publikacji oryginalnych (wszystkie w czasopismach posiadajacych
Impact Factor), jedna publikacja przegladowa oraz jedna praca popularnonaukowa (w jezyku
dunskim). Laczny wspétczynnik Impact Factor tych pozycji wynosi 70,337, w tym dla publikacji
oryginalnych 69,61. Indeks Hirscha tych prac wynosi 10, a liczba cytowan 331.

Realizacja moich szerokich zainteresowan naukowo-badawczych byla mozliwa dzieki licznym
projektom i grantom (KBN, MNiSW, NCN), w ktorych bytam kierownikiem (3 projekty) lub
wykonawca oraz dzigki dofinansowaniu ze $rodkow MNiISW na utrzymanie potencjatu
badawczego (tzw. badania wilasne i statutowe). Moje badania prowadzone s3 we wspdipracy
z wieloma osrodkami krajowymi i zagranicznymi, migdzy innymi z naukowcami z Danii, Francji,
Niemiec i Ukrainy. Oprdcz tego bratam udziat w programach miedzynarodowych i zwigzanych
znimi projektach miedzynarodowych niewspoétfinansowanych. Jestem tez kierownikiem badan
finansowanych z dotacji podmiotowej MNiSW na utrzymanie potencjatu badawczego.
Szczegétowe informacje na temat mojej wspolpracy, stazy, projektéw i nagrdd sg przedstawione
w zalaczonym ,,Wykazie opublikowanych prac naukowych oraz informacji o osiggnig¢ciach
dydaktycznych, wspotpracy naukowej, odbytych stazach i dziatalnosci popularyzujacej nauke”
(ZALACZNIK 6).
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