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1. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA DOROBKU NAUKOWEGO

Prezentowane przeze mnie prace naukowe dotyczg obszaru badah chemii medycznej
i stanowig poszukiwania nowych zwigzkéw o aktywnosci biologicznej, gtdéwnie psychotropowej, lecz
takze przeciwbdlowej, przeciwarytmicznej i/lub hipotensyjnej; o potencjalnym zastosowaniu
terapeutycznym, m.in. w schorzeniach osrodkowego uktadu nerwowego i uktadu krgzenia. Badania te
majg charakter multidyscyplinarny. Zasadniczg czes¢ stanowi projektowanie oraz synteza chemiczna,
metodami klasycznymi, wielu serii zwigzkoéw, w wiekszosci pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu
(teofiliny). W dalszym etapie prowadzone sg badania przesiewowe aktywnosci farmakologicznej,
analiza struktura-aktywnos¢ oraz wyselekcjonowanie najbardziej aktywnych zwigzkoéw, jako nowych

potencjalnych kandydatéw na leki.

Zainteresowania naukami $cistymi rozwijatam juz w Liceum Ogolnoksztatcgcym uczeszczajgc
do klasy o profilu matematyczno-fizycznym.

W roku 1980 rozpoczetam studia na Wydziale Farmaceutycznym Akademii Medycznej
im. M. Kopernika w Krakowie, ktére ukonczytam w roku 1985, otrzymujgc dyplom z wyrdznieniem.

W okresie studiow systematycznie pogtebiatam swojg wiedze farmaceutyczng, dotyczacag
zwlaszcza chemii lekéw i farmakologii. Zainteresowania naukami farmaceutycznymi rozwijatam takze
w kole naukowym przy Katedrze Technologii Postaci Lekéw i Biofarmacji, pod kierunkiem Prof. dr hab.
Renaty Jachowicz.

Prace magisterskg pt. ,Dziatanie przeciwarytmiczne nowych pochodnych aminoalkoholi”
wykonatam w Katedrze Farmakodynamiki, kierowanej przez Prof. dr hab. Jolante Krupinska, pod
opiekg dr Marii Michny. Z Katedrg Farmakodynamiki zwigzana jestem do dzi$ przez wspoétprace
naukowg. Prace magisterskg referowatam na Ogdlnopolskim Konkursie Prac Magisterskich, uzyskujgc
| nagrode. Wyniki tej pracy zostaty opublikowane w czasopismie naukowym z moim wspotautorstwem.

Bezposrednio po ukonczonych studiach, zostatam zatrudniona na stanowisku asystenta
w Katedrze Chemii Farmaceutycznej Akademii Medycznej im. M. Kopernika w Krakowie, kierowanej
przez Prof. dr hab. Alfreda Zejca. Oprécz pracy dydaktycznej podjetam prace badawcze dotyczgce
syntezy chemicznej nowych zwigzkéw o potencjalnej aktywnosci biologicznej.

Poczgtkowo, przedmiotem moich badan byto poszukiwanie zwigzkéw o przewidywanej
aktywnosci na osrodkowy ukfad nerwowy (przeciwdrgawkowej oraz przeciwbdlowej) w grupie
pochodnych difenylohydantoiny i difenyloimidazolidyn-4-onu a takze przeciwarytmicznej i hipo-
tensyjnej w grupie pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu (teofiliny) i ksantonu. Poszukiwania w
grupie 7 oraz 7,8-dipodstawionych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, zawierajgcych ugrupowania
2-hydroksy-3-aminopropylowe oraz pirydylometyloaminowe, zwigzkdw o ukierunkowanej aktywnosci
krgzeniowej (przeciwartmicznej i/lub hipotensyjnej) oraz stabilizujgcej mastocyty, staly sie podstawg
mojej rozprawy doktorskiej pt. ,Synteza oraz wiasciwosci farmakologiczne piperazynowych
i pirydylowych pochodnych teofiliny”, ktérej promotorem byt Prof. dr hab. Alfred Zejc. Prace ta
obronitam w roku 1996 na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium

Medicum (UJCM) uzyskujgc stopieh doktora nauk farmaceutycznych.



W zwigzku z rozwijanym w tym czasie obszarem badan, jakim bylo poszukiwanie ligandéw

receptoréw serotoninowych, zwlaszcza 5-HT,, | 5-HT,4, zostatam wigczona w tg tematyke badawcza.

W latach 1994-1995 odbytam staz naukowy w Zakladzie Chemii Lekéw Instytutu Farmakologii
PAN w Krakowie pod opiekg naukowg Prof. dr hab. Jerzego L. Mokrosza oraz dr Sijki Charakchievej-
Minol. Z Zaktadem tym, kierowanym obecnie przez Prof. dr hab. Andrzeja J. Bojarskiego, jestem
zwigzana do dzi$ przez wspétprace naukows.

Badania chemiczno-farmakologiczne nad ligandami receptoréw serotoninowych 5-HTj,
i 5-HT,, prowadzitam w tym czasie w grupie pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu oraz
tricycklicznych uktadéw purynowych. Oprécz syntezy chemicznej ligandow receptorowych (gtéwnie
typu 5-HT4 i 5-HT,,) z tych grup chemicznych, wykonywatam réwniez badania radioizotopowe in vitro
okreslajgce powinowactwo i selektywnos¢ wobec tych podtypéw receptoréw. Czes¢ tych badan
zostata wigczona do mojej rozprawy doktorskiej. Poznanie tej tematyki badawczej, takze od strony
warsztatu eksperymentalnego, byto cennym doswiadczeniem w budowaniu moich kompetenciji
w poszukiwaniu ligandow receptoréw monoaminergicznych, ktérymi zajmuje sie do chwili obecnej.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych, od 1 pazdziernika 1996 roku, zostatam
zatrudniona na stanowisku adiunkta w Katedrze Chemii Farmaceutycznej UJCM kierowanej przez
Prof. dr hab. Alfreda Zejca, a od 1999 roku przez Prof. dr hab. Macieja Pawtowskiego. Od 2005 roku
kontynuuje prace w tej Katedrze na stanowisku starszego wykfadowcy.

Moje prace badawcze, po uzyskaniu stopnia doktora, zwigzane byty gtéwnie z projekto-
waniem i syntezg pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu m.in. o potencjalnej aktywnosci
krazeniowej (przeciwarytmicznej i/lub hipotensyjnej), a takze o potencjalnych wtasciwosciach
przeciwbolowych i przeciwzapalnych. Badania te realizowatam w latach 1997-2015 w ramach szeregu
projektow subsydiowanych przez UJCM, ktérych bytam kierownikiem.

Trzeci, zasadniczy kierunek moich badan, stanowito projektowanie i synteza nowych ligandéw
receptorow monoaminergicznych, gtéwnie serotoninowych i dopaminowych, w grupie pochodnych
1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, o potencjalnym dziataniu psychotropowym. Ten temat badawczy
prowadzitam w ramach projektéw finansowanych przez UJCM, ktérych bytam kierownikiem, jak
réwniez kilku projektéw KBN/MNiSW/NCN w latach 2000-2013, w ktorych uczestniczytam jako
wykonawca lub gtéwny wykonawca. Czes¢ badan przeprowadzonych w ramach tych projektow stata
sie przedmiotem prac stanowigcych podstawe do ubiegania sie o stopien doktora habilitowanego.
Wptyw na moje doswiadczenie w tej dziedzinie badawczej miat méj udziat jako wykonawcy zadania
syntetycznego w projekcie realizowanym w latach 2008-2013 przez konsorcjum naukowo-
przemystowe, koordynowanym przez firme Adamed i wspétfinansowanym przez NCBIR, dotyczagcym

opracowania innowacyjnego leku w terapii schorzen o$rodkowego uktadu nerwowego.

Aktualnie, moj dorobek naukowy obejmuje 29 publikacji naukowych, w tym 23 publikacje
oryginalne w angielsko-jezycznych, recenzowanych czasopismach, posiadajgcych impact factor,
1 prace angielsko-jezyczng posiadajgcg punktacie MNiSW, 2 prace angielsko-jezyczne
nieposiadajgce punktacji MNiSW, 1 angielsko-jezyczng prace popularno-naukowg oraz 2 polsko-

jezyczne prace poglagdowe posiadajgce punktacje MNiSW.



Sumaryczny wspétczynnik oddziatywania (impact factor) publikacji recenzowanych wynosi
30,391, co odpowiada punktacji KBN/ MNiSW = 361. Opublikowane prace byly cytowane 109 razy,
a odpowiadajagcy im indeks Hirscha wynosi 5.

Jestem takze wspotautorem 55 doniesien zjazdowych, prezentowanych na miedzynarodowych
i krajowych konferencjach i sympozjach naukowych.

Ponadto jestem wspdtautorem |, I, i Ill wydania podrecznika akademickiego pod redakcjg
Prof. dr hab. farm. Alfreda Zejca i Prof. dr hab. farm. Marii Gorczycy pt. ,Chemia lekéw” oraz
wspotautorem | i Il wydania podrecznika dla studentéw Wydzialu Farmaceutycznego UJCM pt.
,Cwiczenia z chemii lekéw” pod redakcjg Prof. dr hab. Marii Gorczycowej i Prof. dr hab. Alfreda Zejca.

Do chwili obecnej bratam/biore udziat tgcznie w 16 projektach naukowych, w tym 1 finanso-
wanym przez NCBIR i firme farmaceutyczng Adamed - jako wykonawca, 6 grantach KBN/MNiSW/
NCN, jako wykonawca (w 4 grantach) lub gtéwny wykonawca (w 2 grantach) oraz 9 projektach

wiasnych finansowanych przez UJCM, w 8 jako kierownik projektu, w 1 jako wykonawca.

Projekty te zostaty zamieszczone w ,Wykazie opublikowanych prac naukowych lub twoérczych

prac zawodowych” w punkcie I1.H.



2. PREZENTACJA OSIAGNIEC STANOWIACYCH PODSTAWE HABILITACJI

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

Przedmiotem przedstawionego do oceny osiggniecia naukowego, bedgcego podstawg ubiegania sie
o stopien doktora habilitowanego jest monotematyczny cykl publikacji, zatytulowany
JArylopiperazynyloalkilowe pochodne 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu jako wielofunkcyjne

ligandy receptorow monoaminergicznych 5-HT/D, o potencjalnej aktywnosci psychotropowej”.

Cykl prac obejmuje 8 oryginalnych, petnotekstowych prac naukowych, opublikowanych w latach
2007-2015 w angielsko-jezycznych czasopismach naukowych o zasiegu miedzynarodowym,
posiadajgcych impact factor i opisujgcych zwarte tematycznie badania z zakresu chemii medycznej.

Zgodnie z analizg bibliometryczng, sumaryczny wspotczynnik IF prezentowanego cyklu wynosi 16,544

a odpowiadajgca mu punktacja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego to 180.

W 5 pracach jestem pierwszym autorem oraz w 2 pracach autorem korespondencyjnym. We wszystkich
pracach jestem autorem, ktéry zrealizowat badania nad syntezg, poddanych nastepnie testom

biologicznym, zwigzkdw.

2.1. Wykaz prac stanowigcych podstawe habilitacji

H1. G. Chion-Rzepa, P. Zmudzki, P. Zajdel, A.J. Bojarski, B. Duszynska, A. Nikiforuk,
E. Tatarczynska, M. Pawtowski: 7-Arylpiperazinylalkyl and 7-tetrahydroisoquinolinylalkyl derivatives of
8-alkoxy-purine-2,6-dione and some of their purine-2,6,8-trione analogs as 5-HT4, 5-HT,4 and 5-HT;
serotonin receptor ligands. Bioorg. Med. Chem. 2007, 15, 5239-5250.

IF2007 = 2.662, KBN/MNiISW 20

H2. G. Chlon-Rzepa, P. Zmudzki, G. Satata, B. Duszynska, A. Partyka, D. Wrébel, M. Jastrzebska-
Wiesek, A. Wesotowska, A.J. Bojarski, M. Pawlowski, P. Zajdel: New 8-aminoalkyl derivatives of
purine-2,6-dione with arylalkyl, allyl or propynyl substituents in position 7, their 5-HT,, 5-HT,4 and
5-HT; receptor affinity and pharmacological evaluation. Pharmacol. Rep. 2013, 65, 15-29.

IF2013 = 2.165, KBN/MNiISW 25

H3. M. Zygmunt, J. Sapa, G. Chion-Rzepa, A. Zagodrska, A. Siwek, M. Pawtowski, G. Nowak:
7-3-Chlorophenylpiperazinylalkyl derivatives of 8-alkoxy-purine-2,6-dione as a serotonin receptor

ligands with potential antidepressant activity. Pharmacol. Rep. 2014, 66, 505-510.

|F2014 = 1928, KBN/MNiSW 25



H4 G. Chion-Rzepa, P. Zmudzki, M. Pawlowski, A. Wesotowska, G. Satata, A. J. Bojarski,
M. Jabtonski, J. Kalinowska-Ttuscik: New 7-arylpiperazinylalkyl-8-morpholin-4-yl-purine-2,6-dione
derivatives with anxiolytic activity — Synthesis, crystal structure and structure-activity study. J. Mol.
Struct. 2014, 1067, 243-251.

IF2014 = 1.602, KBN/MNiSW 20

H5. A. Partyka, G. Chton-Rzepa, A. Wasik, M. Jastrzebska-Wiesek, A. Bucki, M. Kotaczkowski,
G. Satata, A.J. Bojarski, A. Wesotowska: Antidepressant- and anxiolytic-like activity of 7-phenyl-
piperazinylalkyl-1,3-dimethyl-purine-2,6-dione derivatives with diversified 5-HT;5 receptor functional
profile. Bioorg. Med. Chem. 2015, 23, 212-221.

|F2015 = 2793, KBN/MNiSW 30

H6. P. Zmudzki, G. Chiton-Rzepa, A.J. Bojarski, M. Zygmunt, G. Kazek, B. Mordyl, M. Pawlowski:
Structure 5-HT receptor affinity relationship in a new group of 7-arylpiperazinylalkyl and 7-tetrahydro-
isoquinolinylalkyl derivatives of 8-amino-1,3-dimethyl-1H-purine-2,6(3H,7H)-dione. Arch. Pharm.
Chem. Life Sci. 2015, 348, 229-241.

IF2015 = 1.531, KBN/MNISW 20

H7. G. Chton-Rzepa, A. Zagérska, A. Bucki, M. Kotaczkowski, M. Pawtowski, G. Satata, A.J. Bojarski,
A. Partyka, A. Wesotowska, E. Pekala, K. Stoczynska: New arylpiperazinylalkyl derivatives of
8-alkoxy-purine-2,6-dione and dihydro[1,3]oxazolo[2,3-f]purinedione targeting the serotonin 5-HT s/
5-HT,4/5-HT7 and dopamine D, receptors. Arch. Pharm. Chem. Life Sci. 2015, 348, 242-253.

IF2015 = 1.531, KBN/MNISW 20

H8. G. Chton-Rzepa, A. Bucki, M. Kotaczkowski, A. Partyka, M. Jastrzebska-Wiesek, G. Satata,
A.J. Bojarski, J. Kalinowska-Ttuscik, G. Kazek, B. Mordyl, M. Giuch-Lutwin A. Wesotowska,:
Arylpiperazinylalkyl derivatives of 8-amino-1,3-dimethylpurine-2,6-dione as novel multitarget 5-HT/D
receptor agents with potential antipsychotic activity. J. Enzyme Inhib. Med. Chem., 2015,
DOI:10.3109/14756366.2015.1088844.

IF2015 = 2.332, KBN/MNISW 20

Badania bedgce przedmiotem postepowania habilitacyjnego wykonano w nastepujgcych osrodkach

badawczych:

Synteze wszystkich zwigzkéw opisanych w pracach H1 — H8 wykonano w Zaktadzie Chemii Lekow

Katedry Chemii Farmaceutycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum (UJCM).



Badania modelowania molekularnego (prace H5, H7 i H8) byly prowadzone w Zaktadzie Chemii
Lekow Katedry Chemii Farmaceutycznej UJCM przy uzyciu oprogramowania Small-Molecule Drug

Discovery Suite (Schrodinger, Inc).

Badania krystalograficzne (prace H4 i H8) zostalty wykonane w Zaktadzie Krystalochemii

i Krystalofizyki Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagielloriskiego (UJ).

Badania powinowactwa do receptoréw 5-HT, 5-HT,s, 5-HTs, 5-HT; i D, in vitro (prace H1 - H8)
zostaly wykonane w Zaktadzie Chemii Lekdéw Instytutu Farmakologii Polskiej Akademii Nauk (IF PAN)

w Krakowie.

Badania profilu funkcjonalnego in vitro zostaty wykonane w firmie Cerep w Celle 'Evescault we Francji
(praca H7) oraz w Zaktadzie Farmakobiologii UJCM (prace H6 i H8).

Badania farmakologiczne in vivo zostaty wykonane w Zakladzie Badan Nowych Lekow IF PAN (praca
H1), w Zaktadzie Wstepnych Badan Farmakologicznych Katedry Farmakodynamiki UJCM (praca H3)
oraz w Zaktadzie Farmaciji Klinicznej UJCM (prace H2, H4, H5, H7 i H8).

Badania stabilnosci metabolicznej in vitro (praca H7) zostaty wykonane w Zaktadzie Biochemii

Farmaceutycznej UJCM.



2.2. PREZENTACJA WYNIKOW STANOWIACYCH PODSTAWE HABILITACJI

2.2.1. Wprowadzenie oraz cel naukowy prowadzonych badanh

Choroby psychiczne, w szczegdlnosci schizofrenia, depresja, zespoly lekowe a takze
zaburzenia psychotyczne, wystepujgce w demencji, stanowig powazny problem medyczny
i socjoekonomiczny [1-4]. Wedlug danych epidemiologicznych, liczba chorych dotknigtych tymi
zaburzeniami gwattownie wzrasta. Tylko na schizofrenie, uwazang za najciezszg chorobe psychiczng,
cierpi okofo 1% populacji [5], natomiast rozpowszechnienie demencji ocenia sie na okoto 3,9%
populacji w wieku powyzej 60 roku zycia [6]. Przyczyn wzrastajgcej zachorowalnosci na zaburzenia
psychiczne mozna dopatrywa¢ sie m.in. w postepujgcym starzeniu sie populacji ludzkiej, szybkim
tempie zycia, uwarunkowaniach socjoekonomicznych, wzroscie wykrywalnosci zaburzen osrodkowych
oraz zwiekszajgcej sie Swiadomosci lekarzy i pacjentéw. Coraz czesciej, obecnie zwraca sie uwage na
poprawe jakosci zycia oraz korekte zaburzehA poznawczych towarzyszacych schorzeniom
psychotycznym. Stad obok pozytywnych i negatywnych objawow, wystepujgcych np. w przebiegu
schizofrenii, bierze sie réwniez pod uwage deficyty poznawcze, a takze towarzyszgce objawy
depresyjne i lekowe [7-9].

W ciggu ponad 50 lat badan, dokonat sie istotny postep w zakresie zrozumienia ztozonosci
etiologii i patofizjologii choréb psychicznych oraz poznania ich patomechanizmu na poziomie
molekularnym, w tym roli systemow neuroprzekaznikowych, gtéwnie serotoninowego, dopaminowego,
GABA-ergicznego i systeméw aminokwaséw pobudzajgcych. Ogdlnie uznawany jest fakt, ze objawy
depresji zwigzane sg z zaburzeniami w przewodnictwie monoaminergicznym oraz funkcjonalnym
uposledzeniem plastycznosci mézgu. Obecne podejscie biologii systemow, traktuje schorzenia
psychiczne jako choroby ztozone a tzw. podej$cie sieciowe, uwzglednia catoSciowe spojrzenie na
chorobe [10]. Molekularng etiologie tych chordb prébuje sie opisa¢ skomplikowang siecig oddziatywan
pomiedzy roznymi biatkami i czgsteczkami sygnatowymi [11].

Postep w zakresie neuropsychofarmakologii, doprowadzit do zmiany przyjetej w latach 50-tych
ubiegtego wieku, dopaminergicznej koncepcji schizofrenii [12]. Obok neuroleptykdw pierwszej
generacji, ktérych mechanizm zwigzany jest gtdéwnie z blokowaniem receptoréw dopaminowych D,
(chlorpromazyna, haloperidol), efektem pojawienia sie teorii neuroprzekaznikowej, uwzgledniajgcej
obok D, silniejszy antagonizm 5-HT,, receptorowy, byto wprowadzenie do terapii atypowych lekow
przeciwpsychotycznych, takich jak: klozapina, olanzapina, kwetiapina czy rysperydon, zyprazydon,
paliperydon czy lurazydon (Rycina 1) [13].

Leki te, z uwagi na wieloreceptorowy mechanizm dziatania, zmniejszajg czestosc
wystepowania objawéw pozytywnych (urojenia, halucynacje), dziatajg na negatywne objawy
schizofrenii oraz zmniejszajg ilos¢ niepozadanych efektow pozapiramidowych. Natomiast nie likwidujg
w pei zaburzen poznawczych oraz wykazujg negatywne efekty metaboliczne, powodujgc przyrost
masy ciata (olanzapina) [14] lub zwigkszajgc ryzyko arytmii (rysperydon, zyprazydon) [15].
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Rycina 1. Wzory strukturalne atypowych lekéw neuroleptycznych, pochodnych arylopiperazyny

lub arylopiperydyny, jako ligandéw receptorow monoaminergicznych
Trzecig generacje lekdw przeciwpsychotycznych, stanowig tzw. ,stabilizatory dopaminy”,

reprezentowane przez arypiprazol oraz znajdujgce sie w badaniach klinicznych, m.in. brekspiprazol,

karyprazyne i bifeprunoks (Rycina 2) [16, 17].
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Rycina 2. Wzory strukturalne neuroleptykdw trzeciej generacji, pochodnych arylopiperazyny, jako

ligandow receptorow monoaminergicznych

Leki te wykazujg profil czesciowych agonistéw D, receptorowych, czesciowych agonistéw
receptoréw 5-HT;, oraz antagonistéw receptoréw 5-HT,, i 5-HT; [18, 19]. CzesSciowy agonizm 5-HT 5
receptorowy rekompensuje efekty lokomotoryczne wywotane blokadg postsynaptycznych receptoréw
5-HT,, i dodatkowo wptywa na procesy poznawcze. Ten ztozony mechanizm, odpowiedzialny jest za
korzystne cechy kliniczne atypowych neuroleptykéw trzeciej generacji, w schizofrenii z towarzy-
szgcymi objawami depresyjnymi czy lekowymi. Arypiprazol stosowany jest ponadto w leczeniu
napadéw manii w chorobie dwubiegunowej oraz jako lek wspomagajacy w terapii depres;ji [19, 20].

Badania przedkliniczne wskazujg na receptory 5-HTj,, jako cel terapeutyczny dla rozwoju

bardziej skutecznych lekdéw przeciwpsychotycznych. Ponadto, znany jest postulat tgczgcy pobudzenie
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receptorow 5-HT;n z efektami przeciwlekowymi i przeciwdepresyjnymi, poprawg procesow
poznawczych i ograniczeniem objawéw negatywnych, takze obnizeniem nasilenia objawéw
pozapiramidowych — w schizofrenii [21, 22]. Dodatkowo, ze wzgledu na obserwowane zaburzenie
transmisji glutaminianergicznej w schizofrenii, oraz zmniejszenie uwalniania glutaminianu przez
aktywacje receptorow 5-HT;, — postsynaptyczny agonizm 5-HT;, receptorowy moze wywierac
znaczacy wptyw na terapeutyczne efekty lekéw przeciwpsychotycznych [23]. Znane sg réwniez
korzysci ze sprzezenia agonizmu 5-HT;, receptorowego z antagonizmem 5-HT,, receptorowym [23].
W tym Swietle, aktywnos$¢ antagonistyczna ligandow receptoréw 5-HT,, wskazuje na ich potencjalne
dziatanie przeciwdepresyjne i przeciwpsychotyczne, zwtaszcza na tle teorii wieloprzekaznikowej
schizofrenii, zwracajgcej uwage na silniejszy antagonizm 5-HT,, niz D, receptorowy (atypowe
neuroleptyki).

Pomimo zwiekszajgcej sie czestosci wystepowania depresji i zespotdow lekowych, wiedza na
temat patomechanizmu tych zaburzen jest ciagle niewystarczajgca. Wyniki badan przedklinicznych,
wigzg pobudzenie receptorow 5-HT 5 z efektem antydepresyjnym i/lub anksjolitycznym.

Agonisci receptorow 5-HTi4; buspiron i gepiron (Rycina 3), poprzez swodj mechanizm
serotoninergiczny, majg zastosowanie zarowno w terapii leku jak i depresji. Analiza zwigzkéw
bedacych w badaniach Kklinicznych, wskazuje na zainteresowanie agonistami receptoréw 5-HT
(PRX-00023, OPC 14523) oraz zwigzkami wykazujagcymi réwnoczesnie cechy agonistow receptoréw
5-HT,, i inhibitorow wychwytu zwrotnego serotoniny (vilazodon) (Rycina 3), jako bardziej efektywnych
rozwigzan terapeutycznych w leczeniu depresji, umozliwiajgcych szybszg odpowiedz na zastosowang

terapie.

\
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Rycina 3. Wzory strukturalne lekéw przeciwdepresyjnych i przeciwlekowych, pochodnych

arylopiperazyny, jako ligandéw receptoréw monoaminergicznych
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Osrodkowe receptory 5-HT,, modulujg neurotransmisje GABA-ergiczng i glutaminianergiczna
[24]. Receptory te zaangazowane sg w mechanizm lekéw stosowanych w chorobach psychicznych
m.in., depresji i leku. Wiele lekéw antypsychotycznych nalezy do odwréconych agonistow lub
antagonistow tych receptoréow [25, 26]. Pochodne arylopiperazyny nefazodon i trazodon (Rycina 3)
stosowane sg, m.in. w leczeniu depresji, a ich dziatanie przeciwdepresyjne wigze sige, m.in.
Z antagonizowaniem receptorow 5-HT,, [27, 28].

W ostatnich latach, receptory 5-HTg i 5-HT; pojawily sie, jako nowy, potencjalny cel
terapeutyczny dla lekéw, m.in. o dziataniu przeciwdepresyjnym, przeciwlekowym oraz przeciw-
psychotycznym [29-34]. Przemawia za tym wyjgtkowa lokalizacja receptoréw 5-HTg w osrodkowym
uktadzie nerwowym (gtdwnie w prgzkowiu, uktadzie limbicznym, korze mézgu) oraz wysokie
powinowactwo do tych miejsc wigzacych, atypowych neuroleptykow. Zardéwno agonisci jak
i antagonisci receptorow 5-HTg, wykazujg aktywnos$¢ w zwierzecych modelach choréb psychicznych.
Dostepne wyniki badan wskazujg, ze blokada tego typu receptoréw wptywa korzystnie na zaburzenia
poznawcze oraz poprawia procesy uczenia sie i pamigeci. Z kolei, lokalizacja receptoréw 5-HT; we
wzgorzu i podwzgorzu, w szczegdlnosci ich zageszczenie w jgdrze nadskrzyzowaniowym, oraz wyniki
badan przeprowadzonych z zastosowaniem modelowych antagonistow tych receptoréw (SB-269970
i SB-656104), wskazujg na udziat w regulacji snu, ktérego zaburzenia sg charakterystyczne dla
stanéw depresyjnych i schizofrenicznych [32, 33]. Wiele atypowych neuroleptykéw wykazuje cechy
antagonistow receptoréw 5-HT; a (prawdopodobnie) efekty poprawy terapii przeciwdepresyjnej sg
efektem blokady receptoréw 5-HT; [31]. Doniesienia literaturowe wskazujg ponadto na potencjalne
zaangazowanie receptoréw 5-HT; w regulacje standéw lekowych [32, 33]. Dziatanie takie wydaje sie
szczegoblnie wazne w aspekcie wspotistnienia zaburzen lekowych i depresyjnych. Antagonisci
receptorow 5-HT; wydajg sie by¢ obiecujagcg grupg dla opracowania nowej generacji lekéw
przeciwdepresyjnych, przewyzszajgcych skutecznoscig aktualnie dostepne leki, oraz niemajacych

ograniczen zwigzanych z poczatkiem dziatania [34].

W Swietle powyzszych doniesien, wskazujgcych na zaangazowanie struktur o wiasciwosciach
psychotropowych w transmisje serotoninergiczng i dopaminergiczng, poprzez réwnoczesne powino-
wactwo do réznych typéw receptoréw serotoninowych, gtéwnie 5-HTa, 5-HT,s, 5-HTg, 5-HT; oraz
dopaminowych D,, poszukiwanie wielofunkcyjnych ligandéw tych receptorow jest wcigz aktualne
i uzasadnione. Koncepcja ta jest zgodna z aktualnym podejsciem w projektowaniu lekéw, uwzglednia-
jacych ztozono$¢ choréb psychicznych i ,przesuwajgcych” proces terapeutyczny w kierunku lekow

oddziatywujgcych na wiele celéw biologicznych (polifarmakologia) [35-38].

Jak przedstawiono na wybranych przyktadach (Rycina 1 - 3), leki stosowane w terapii
schorzen psychicznych, zaliczane do wielofunkcyjnych ligandéw receptorow monoaminergicznych,
pod wzgledem strukturalnym nalezg do pochodnych 1-arylopiperazyny.

Z chemicznego punktu widzenia, pochodne 1-arylopiperazyny sg jedng z najszerzej badanych
klas ligandow receptoréow 5-HT. Modyfikacje strukturalne tego farmakoforu prowadzg do 4-podsta-
wionych pochodnych z gietkim tgcznikiem alifatycznym o réznej diugo$ci (najczesciej 3-5 weglowym)

okreslanych jako diugotancuchowe arylopiperazyny (LCAPS). W strukturze tych ligandéw, fragment
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arylopiperazynyloalkilowy potgczony jest z terminalnym fragmentem o charakterze cyklicznego
ugrupowania amidowego Ilub imidowego (Rycina 4). Wptyw modyfikacji, polegajacych na
wprowadzeniu réznego rodzaju podstawnikéw do pierscienia fenylowego, we fragmencie
arylopiperazyny, na powinowactwo i selektywno$¢ do poszczegdlnych typdéw i podtypow receptorow
serotoninowych, zostat doktadnie okreslony, natomiast rola farmakoforowego, terminalnego
fragmentu, nie jest do konca poznana. Na podstawie szerokich badan wiadomo, ze w strukturach
ligandoéw receptoréw serotoninowych i dopaminowych z grupy analogéw LCAPs, terminalny fragment
cyklicznego amidu ma wpltyw na stabilizacje kompleksu ligand-receptor, powinowactwo oraz

agonizm/antagonizm receptorowy.

terminalny tacznik / \ fragment
amid/imid alkilenowy N N aromatyczny

Rycina 4. Ogélna struktura ligandéw receptoréw serotoninowych z grupy diugotanncuchowych

arylopiperazyn

Biorac pod uwage budowe ligandéw z grupy LCAPs, oraz uzyskane wyniki badan wlasnych,
wskazujgce na mozliwos¢ znalezienia wsréd dlugotancuchowych pochodnych arylopiperazyny,
zawierajgcych jako terminalny fragment uktad 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, ligandow receptoréw
5-HTa i 5-HT4 [39-41] (publikacje D6 — D8), podjetam szersze badania w tej klasie zwigzkdéw. W tym
celu zaprojektowatam biblioteke nowych, potencjalnych ligandéw receptoréw monoaminergicznych,
serotoninowych (5-HTia, 5-HT2a, 5-HTs, 5-HT;) oraz dopaminowych D,, obejmujaca kilka serii
pochodnych (Rycina 5i 6).

Zatozytam, ze w strukturach zaplanowanych zwigzkéw (seria | — IV; Rycina 5) fragment
arylopiperazyny, jako element farmakoforowy, bedzie odpowiedzialny za wigzanie sie czgsteczki
Z miejscem aktywnym receptora monoaminergicznego (serotoninowego oraz dopaminowego),
natomiast 1,3-dimetylopuryno-2,6-dion bedzie petnit role terminalnego, cyklicznego amidu.

Farmakoforowy ukfad 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, pod wzgledem chemicznym jest
pochodng 7H-imidazo-[4,5-d]pirymidyny i stanowi podstawe budowy naturalnych alkaloidéw
purynowych, teofiliny (1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu) oraz kofeiny (1,3,7-trimetylopuryno-2,6-dionu).
Naturalne metyloksantyny, kofeina, stabiej teofilina — pobudzajg OUN wykazujgc wtasciwosci
analeptyczne (pobudzenie osrodkéw autonomicznych) i psychostymulujgce (nasilenie aktywnosci
psychicznej, przyspieszenie i usprawnienie proceséw myslowych, zniesienie uczucia zmeczenia
i sennosci). Przedstawione, izomeryczne metyloksantyny, majg mozliwo$¢ wystepowania w dwoch
formach tautomerycznych, enolowej i ketonowej. Reagujgc w formie ketonowej, tworzg pochodne

0 wiekszej trwatosci.
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W zaplanowanych modyfikacjach, wzietam pod uwage fakt, ze farmakoforowa struktura
1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu daje mozliwos¢é wprowadzenia podstawnikbw w pozycje 7 i 8. Jak
wynika z szerokiego przegladu doniesien literaturowych, dotyczgcych 7,8-dipodstawionych tego
uktadu, obejmujgcego takze badania wtasne — wiasciwosci i rodzaj podstawnikéw w tych potozeniach,
mogg prowadzi¢ do pochodnych o ukierunkowanej aktywnosci biologicznej [39-47] (publikacje
D6-D12, D17, D20).

Zaplanowane farmakoforowego fragmentu

modyfikacje polegaty na wprowadzeniu

dtugotahcuchowej arylopiperazyny w potozenie 8 (seria I) lub 7 (seria Il — IV) uktadu 1,3-dimetylo-

puryno-2,6-dionu (Rycina 5).
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R =H, 2-OCHj,, 3-Cl, 4-F
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Rycina 5. Arylopiperazynyloalkilowe pochodne 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu (serie | — 1V), otrzymane
przez wprowadzenie podstawnikdw w pozycje 7 i/lub 8, bedgce przedmiotem prac H1 — H8,

stanowigcych podstawe habilitacji

Majgc na uwadze wptyw cyklicznego amidu na stabilizacje kompleksu ligand-receptor,
powinowactwo oraz agonizm/antagonizm receptorowy, w strukturach ligandéw receptoréw serotonino-
wych i dopaminowych z grupy analogow LCAPs, w zaplanowanych zwigzkach; wiasciwosci uktadu
1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, jako terminalnego fragmentu amidowego, byly dodatkowo modyfiko-
wane podstawnikami w potozeniu 7 (seria I) lub 8 (seria Il i lll) o zréznicowanej strukturze i réznych

wiasciwosciach lipofilowych i elektro-donorowych w tworzeniu wigzania wodorowego.
Modyfikacje ukfadu 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, polegaty na wprowadzeniu dodatkowo

w potozenie 7 (seria I) lub 8 (serie Il i lll) zroznicowanych strukturalnie ugrupowan; aryloalkilowych,

nienasyconych alkilowych, alkoksylowych oraz aminowych o réznym charakterze chemicznym, oraz
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wiasciwosciach lipofilowych i donorowo-akceptorowych (Rycina 5). Dla oceny roli tego typu
podstawnikéw, zaprojektowano takze 8 niepodstawione analogi serii Il i Il stanowigce serie IV
(Rycina 5).

Ukfad 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, jako wspdlny element strukturalny, potgczony zostat przez
tacznik 3-, 4- i 5-weglowy z fragmentem arylopiperazyny, zawierajgcym zasadowy atom azotu.
Modyfikacje w obrebie fragmentu arylopiperazyny, dotyczyty wprowadzenia réznych podstawnikéow do
pierscienia fenylowego (Rycina 5). Fragment arylopiperazyny zastat takze zastgpiony przez
bioizosteryczne ugrupowanie 1,2,3,4-tetrahydroizochinoliny (THIQ).

Ponadto, kierunki modyfikacji obejmowaly takze zastgpienie terminalnego fragmentu
1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, uktadem 1,3-dimetylopuryno-2,6,8-trionu (seria V) z dodatkowg funkcjg
kwasowg w postaci ugrupowania enolowego, oraz tricyklicznym uktadem 1,3-dimetylo-6,7-dihydro
[1,3]oksazolo[2,3-flpuryno-2,4-dionu, powstatym przez dobudowanie do 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu,

dodatkowego pierscienia oksazolowego (seria VI) (Rycina 6).

Seria V (HL)
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R = H, 2-OCH,, 3-Cl, 2,3-diCl, 3,4-diCl

Rycina 6. Kierunki modyfikacji uktadu 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu w badanych arylopiperazynylo-
alkilowych pochodnych (serie V i VI), przedstawione w pracach H1 i H7, stanowigcych

podstawe habilitacji

Zatozono, ze badania powinowactwa receptorowego in vitro oraz profilu funkcjonalnego
in vitro i in vivo, zréznicowanej strukturalnie biblioteki zaplanowanych zwigzkow, okreslg wptyw
zaproponowanych modyfikacji strukturalnych na powinowactwo oraz aktywnos¢ wewnetrzng
(agonizm/antagonizm receptorowy), do wykazujgcych bliskg homologie strukturalng, receptorow
monoaminergicznych, serotoninowych (5-HTa, 5-HT,a, 5-HTg, 5-HT;) oraz dopaminergicznych D..
Badania receptorowe, wzbogacone o modelowanie molekularne, pozwolg takze na wyciggniecie
wnioskow dotyczgcych roli ukfadu 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu w tworzeniu komplekséw aktywnych
ligand-receptor. Natomiast testy behawioralne in vivo, dla najaktywniejszych zwigzkéw, dadzg
odpowiedZ odnosnie ich profilu aktywnosci psychotropowej tj. potencjalnych wiasciwosci
przeciwdepresyjnych, przeciwlekowych oraz przeciwpsychotycznych, co w perspektywie moze dac
szanse na znalezienie, wsrod nowych zwigzkéw, skutecznych lekéw psychotropowych i/lub substanciji
narzedziowych.
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Zaprojektowane serie | — VI (Rycina 5 i 6), obejmujgce tacznie 169 zwigzkéw, staty sie
przedmiotem szerokich, multidyscyplinarnych badan chemiczno-farmakologicznych przedstawionych

w pracach H1 — H8, bedgcych podstawg habilitacji i omdéwionych w podrozdziatach 2.2.2. — 2.2.8.

Prowadzone badania byly zwigzane z realizacjg w latach 2009-2013, projektéw badawczych
finansowanych przez KBN/MNiSW/NCN, pt. ,Poszukiwanie nowych zwigzkdw biologicznie aktywnych
0 potencjalnym dziataniu psychotropowym w grupie ligandéw receptoréw monoaminergicznych” oraz
,Poszukiwanie zwigzkéw biologicznie aktywnych wsréd liganddéw receptoréw serotoninowych,
szczegolnie 5-HT; i dopaminowych, o potencjalnym dziataniu psychotropowym”, w ktérych bratam

udziat, jako wykonawca oraz gtéwny wykonawca.
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2.2.2. Charakterystyka chemiczno-farmakologiczna 8-arylopiperazynyloalkilowych pochodnych
1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, z podstawnikami o charakterze lipofilowym w potozeniu 7,

jako wieloreceptorowych ligandéw 5-HT,/5-HT,4/5-HT,

Przestankg skfaniajgcg do podjecia badan w grupie 8-arylopiperazynyloalkilowych pochodnych
1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu byly prowadzone przeze mnie, wczesniejsze badania serii 8-arylo-
piperazynyloalkiloaminowych pochodnych z podstawnikami aryloalkilowymi w potozeniu 7 tego uktadu
[40, 41] (publikacje D7, D8). W grupie tej uzyskano ligandy receptorow 5-HT;n 0 znaczacym
powinowactwie (K; = 8-50 nM), wykazujgce w modelach zwierzecych in vivo cechy postsynaptycznych
antagonistow tych receptoréw [40] (publikacja D7). Ponadto, zwigzki tej serii charakteryzowaty sie
umiarkowanym powinowactwem do receptorow 5-HT,, (K; = 115-550 nM). Analiza zaleznosci
struktura-aktywnos$¢, wykazata korzystny wptyw podstawnika aryloalkiiowego o podwyzszonej
aromatycznosci i lipofilowosci w potozeniu 7 uktadu 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, na powinowactwo
do badanych receptoréw w poréwnaniu do ich 7 podstawionych analogéw z ugrupowaniem alkilowym
lub o charakterze estrow kwasow alifatycznych [39] (publikacja D6).

Celem przedstawionych w pracy H2 badan chemiczno-farmakologicznych byta zaprojektowana
seria | (Rycina 5) obejmujgca 28 pochodnych, jako potencjalnych ligandéw receptoréw 5-HT 4,
5-HT,a, 5HTg | 5HT; 0 przewidywanej aktywnosci psychotropowej. Pod wzgledem strukturalnym byty
to 8-arylopiperazynyloalkiloaminowe, 8-tetrahydroizochinolinyloalkiloaminowe oraz 8-arylopiperazy-
nylopropoksylowe pochodne 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu z podstawnikami o wysokiej lipofilowosci
i gestosci elektronowej w potozeniu 7. W celu zwiekszenia aktywnosci receptorowej w poréwnaniu do
badanych wczesniej 8-arylopiperazynylopropyloaminowych pochodnych, wydtuzono tgcznik alkilenowy
pomiedzy ukiadem 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu i fragmentem arylopiperazyny — do tetrametyle-
nowego. Modyfikowano takze podstawnik w potozeniu 7, wprowadzajgc oprécz podstawnika
aryloalkilowego, o roznej diugosci fancucha alkilowego, takze mniejsze sterycznie ugrupowania
m elektronowe (allil, prop-1-yn-1-yl), réznigce sie swobodg konformacyjng oraz hybrydyzacjg atomu
wegla (sp2 i sp). Kolejng modyfikacja byto zastgpienie podstawnika 8-arylopiperazynylo-
alkiloaminowego w potozeniu 8, fragmentem arylopiperazynylopropoksylowym. Modyfikacja ta miata
da¢ odpowiedz; w jaki sposdb zastgpienie grupy aminowej o wiasciwosciach donorowo-
akceptorowych, w tworzeniu wigzania wodorowego, atomem tlenu petnigcego role akceptora tego
wigzania, wptynie na powinowactwo i selektywno$¢ do badanych receptoréow. Nalezy nadmienic, ze
obecnos¢ w strukturze tych zwigzkdéw ugrupowania propoksylowego, nawigzuje do struktury
arypiprazolu, atypowego neuroleptyka trzeciej generacji, z komponentg przeciwlekowg i przeciw-
depresyjng (Rycina 2). Analize zaleznosci struktura-aktywno$¢ prowadzono takze w obrebie
fragmentu arylopiperazynylowego, zastepujgc go 1,2,3,4-tetrahydroizochinoling (THIQ). Fragment ten
jest znanym z doniesien literaturowych bioizosterem 1-arylopiperazyny [48].

Wieloetapowg synteze zaprojektowanej serii | przedstawiono na Rycinie 7. Zwigzek wyjsciowy do
syntezy serii stanowit 8-bromo-1,3-dimetylopuryno-2,6-dion, otrzymany w wyniku oksydatywnego
bromowania 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu [49], ktéry alkilowano przy uzyciu dwukrotnego nadmiaru

molowego, odpowiedniego halogenku aryloalkilowego (bromku allilu lub bromku propargylu),
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w ukladzie dwufazowym ciecz-cialo state, w srodowisku acetonu, w obecnosci TEBA (chlorek
N,N,N-trietylobenzyloamoniowy) jako katalizatora miedzyfazowego oraz bezwodnego K,COj; jako
akceptora wydzielajgcego sie chloro- lub bromowodoru; wedtug metody literaturowej [50], otrzymujgc
odpowiednie 7 podstawione pochodne. Pierwszorzedowe aminy: arylopiperazynyloalkiloaminy oraz
tetrahydroizochinolinyloalkiloaminy, jako substraty do syntezy zaplanowanych zwigzkéw otrzymano
wg metody Gabriela z niewielkimi modyfikacjami [40; (D7), 51]. 7-Aryloalkilowe, 7-allilowe oraz 7-prop-
1-yn-1-ylowe pochodne 1,3-dimetylo-8-[4-(arylopiperazyn-1-ylo)alkiloamino]-puryno-2,6-dionu oraz
1,3-dimetylo-8-[(1,2,3,4-tetrahydroizochinolin-2-ylo)alkiloamino]puryno-2,6-dionu uzyskano w wyniku
nukleofilowej substytucji bromu w 8-bromo-7-aryloalkilowych, 7-allillowych lub 7-prop-2-yn-1-ylowych
(propargylowych) pochodnych z 10% molowym nadmiarem odpowiedniej pierwszorzedowej aminy.
Substraty ogrzewano w temperaturze wrzenia w $rodowisku butan-1-olu w obecnosci bezwodnego
K>CO3;. W opisanych warunkach, w przypadku pochodnych z podstawnikiem prop-2-yn-1-ylowym
(propargylowym) ma miejsce przegrupowanie sigmatropowe, prowadzace do uzyskania, w miejsce
zaprojektowanych pochodnych, zwigzkéw zawierajgcych w potozeniu 7 ugrupowanie prop-1-yn-1-
ylowe. Serig 7-aryloalkilo-8-(4-arylopiperazyn-1-ylo)propoksylowych pochodnych 1,3-dimetylopuryno-
2,6-dionu otrzymano przez ogrzewanie w toluenie 7-aryloalkilo-8-bromo-1,3-dimetylopuryno-2,6-
dionoéw z 10% nadmiarem uzyskanych uprzednio odpowiednich 3-[(4-arylo)piperazyn-1-ylo]propan-1-

oli [52], w obecnos$ci nadmiaru sproszkowanego KOH.
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Rycina 7. Etapy syntezy 8-arylopiperazynyloalkilowych oraz 8-tetrahydroizochinolinyloalkilowych

pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu - seria |
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Analiza zaleznosci struktura-aktywnos¢ receptorowa wykazata, Zze wydtuzenie {gcznika
alkilenowego do 4 weglowego, doprowadzito do uzyskania, zwtaszcza wsrdéd 2-metoksyfenylo-
piperazynylowych pochodnych (18, 19 i 20), silnych dualnych ligandéw 5-HT4/5HT; (5-HT 14! K; = 4,3-
4,4 nM; 5HT7: K; = 10-40 nM) (Tab. 1, praca H2) o umiarkowanym powinowactwie do receptorow
5-HT,a. Z kolei 3-chlorofenylopiperazynylobutyloaminowa pochodna z podstawnikiem benzylowym w
potozeniu 7 (21), okazalta sie mieszanym ligandem 5-HT4/5-HT,4/5-HT; (Tab.1l, praca H2).
Zastgpienie podstawnika aryloalkilowego w pozycji 7 ugrupowaniem allilowym, zachowato
powinowactwo do receptoréw 5-HT;s, w przeciwiehstwie do sztywnych analogéw prop-1-yn-1-
ylowych. Na uwage zastuguje fakt, ze w badanej serii, niektére pochodne 3-chlorofenylo-
piperazynylowe i 4-fluorofenylopiperazynylowe wykazaty takze powinowactwo do receptorow 5-HTg
(K; = 98-958 nM). Modyfikacja polegajgca na zastgpieniu fragmentu 2-metoksyfenylopiperazyny
bioizosterycznym ugrupowaniem THIQ nie wptyneta na zwiekszenie powinowactwa do badanych
receptoréw 5-HT 4, 5-HT,4 1 5-HT; (Tab.1, praca H2).

W celu oceny profilu funkcjonalnego do badan farmakologicznych in vivo zostaty wybrane zwigzki
21 oraz 42. Zwigzek 21, o wiasciwosciach wieloreceptorowego liganda 5-HT4/5-HT,4/5-HT; (Tab. 1,
praca H2), w modelach zwierzecych in vivo (test opadniecia dolnej wargi szczura oraz test potrzgsania
glowa u myszy), wykazat cechy stabego postsynaptycznego agonisty receptoréw 5-HT;, i post-
synaptycznego antagonisty 5-HT,, receptorowego. Natomiast zwigzek 42, dualny ligand 5-HT;a/

5-HT,a, okazat sie postsynaptycznym antagonistg tych receptoréw (Tab. 4, praca H2).

Zwigzek 21 w testach behawioralnych; depres;ji (test wymuszonego ptywania) i leku (test czterech
ptytek), wykazat istotne dziatanie przeciwdepresyjne i przeciwlekowe. W dawkach 20 i 30 mg/kg
istotnie skracat czas bezruchu myszy (o 33%), oraz w dawce 20 mg/kg zwiekszat liczbe karanych
przejs¢ myszy (o 59%) w tescie czterech ptytek (Tab. 5 i 6, praca H2). W poréwnaniu do zwigzkow
referencyjnych tj. imipraminy i diazepamu, silniej hamowat ruchliwos¢ spontaniczng u myszy, tym

samym wykazat silniejsze dziatanie sedatywne.

Natomiast zwigzek 42 o wiasciwosciach dualnego liganda 5-HT;./5HT; receptorowego (K; = 34
nM oraz 63 nM), wykazujgcy umiarkowane powinowactwo do receptoréow 5-HT,, i 5SHTg oraz odmienny
profil funkcjonalny (postsynaptyczny antagonista receptoréw 5HT., i 5-HT,,), w dawce 20 mg/kg
nieznacznie skracat czas bezruchu myszy w tescie wymuszonego ptywania oraz nie wykazat dziatania
w tescie czterech ptytek. Brak istotnej aktywnos$ci przeciwdepresyjnej i przeciwlekowej w testach
behawioralnych moze by¢ spowodowany odmiennym profilem funkcjonalnym w stosunku do

receptorow 5-HT 5 w poréwnaniu do aktywnego potaczenia 21.

Podsumowanie rezultatéw przeprowadzonych badan farmakologicznych przedstawiono
w Tabeli 1.
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Tabela 1. Profil funkcjonalny oraz aktywnos$é psychotropowa wyselekcjonowanych zwigzkéw 21 i 42

serii I
i [ﬂ/®
\N N
/ \ R
o4kN lN/>\X AN /N@
|
Profil funkcjonalny Aktywnosc¢
Nr R X m n 5-HTa 5-HTa psychotropowa
21 3-Cl NH 1 > agonista antagonista przeciwlekowa
postsynaptyczny postsynaptyczny przeciwdepresyjna
42 4F 0 3 1 antagonista antagonista

postsynaptyczny postsynaptyczny
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2.2.3. Wielofunkcyjne ligandy receptoréw 5-HT,/5-HT,4/5-HT; oraz dopaminowych D, w grupie
7-arylopiperazynyloalkilowych pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, ze
zréznicowanymi podstawnikami alkoksylowymi w potozeniu 8 — profil funkcjonalny

oraz aktywnosé psychotropowa

Badania nad syntezg i analizg zaleznosci struktura-aktywnos¢ receptorowa w grupie
dtugotahcuchowych arylopiperazyn, zawierajgcych jako fragment terminalny ukfad 1,3-dimetylopuryno-
2,6-dionu, prowadzitam takze w serii Il zaprojektowanych arylopiperazynyloalkilowych oraz tetrahydro-
izochinolinyloalkilowych pochodnych tego uktadu, zawierajgcych w potozeniu 8 podstawnik
alkoksylowy o roznej dlugosci tancucha alifatycznego. Seria ta obejmowata biblioteke 31 zwigzkéw
opisanych w pracach H1, H3 i H7. W poréwnaniu do badanych pochodnych przedstawionych w pracy
H2, modyfikacje strukturalne polegaly na przesunieciu fragmentu arylopiperazynyloalkilowego
z potozenia 8 w pozycje 7 uktadu 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, natomiast wprowadzony w potozenie
8 fragment alkoksylowy (metoksylowy, etoksylowy i propoksylowy) o zréznicowanych wiasciwosciach
lipofilowych, stanowit o podobieAstwie do fragmentu propoksylowego, wystepujgcego w strukturze
8-arylopiperazynylopropoksylowych pochodnych 7-aryloalkilopuryno-2,6-dionu (praca H2). Wptyw
przedstawionych, strukturalnych modyfikacji w kompleksie fragmentu cyklicznego amidu, na powinno-
wactwo do receptorow serotoninowych 5-HTs, 5-HT,a, 5-HTg, 5-HT; oraz dopaminowych D,, byt
analizowany dla klasycznych arylopiperazyn z niepodstawionym lub podstawionym (2-OCHs,
3-Cl, 3,4-diCl, 4-F) pierscieniem fenylowym oraz dla pochodnych THIQ. W badanych potgczeniach,
tacznik alifatyczny pomiedzy uktadem 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu i grupg aminowa byt 3-5 weglowy.

Zaplanowane zwigzki otrzymatam w wyniku syntezy przedstawionej na Rycinie 8. Otrzymane
opisang wczesniej metodg [53] 7-w-chloroalkilo-8-bromo-1,3-dimetylopuryno-2,6-diony stanowity
substraty do uzyskania odpowiednich 7-w-chloroalkilo-8-alkoksy-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionéw.
W syntezie tej zastosowatam, opracowang przeze mnie, metode polegajgcg na preferencyjnej
substytucji nukleofilowej bromu w potozeniu 8 w odpowiednim 7-w-chloroalkilo-8-bromo-1,3-
dimetylopuryno-2,6-dionie z zachowaniem fragmentu chloroalkilowego w pofozeniu 7. Substraty
ogrzewano w temp. wrzenia przez 6 godzin z odpowiednim alkoholanem sodu, tj. metanolanem,
etanolanem i propoksylanem sodu w srodowisku odpowiedniego alkoholu. W ten sposéb otrzymane
zwigzki posrednie, w reakcji substytucji nukleofilowej przy uzyciu 1-fenylopiperazyny, jej pochodnych
oraz 1,2,3,4-tetrahydroizochinoliny, prowadzity do otrzymania zaprojektowanych, finalnych potgczen
(prace H1, H3 i H7). Reakcje prowadzono ogrzewajgc substraty w temp. wrzenia przez 30 godzin
w obecnosci K,CO3; w $rodowisku propan-1-olu. Z uwagi na mniejszg trwatosé, w srodowisku propan-
1-olu pochodnych 8-metoksylowych, w poréwnaniu do ich wyzszych homologéw, reakcje otrzymy-
wania 8-metoksylowych pochodnych prowadzono w bezwodnym toluenie (praca H7). Przemiany
pochodnych 8-metoksylowych w propan-1-olu prowadzity do odpowiednich pochodnych 1,3-dimetylo-
puryno-2,6,8-trionu (rozdziat 2.2.6.)
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Rycina 8. Etapy syntezy 7-arylopiperazynyloalkilowych i 7-tetrahydroizochinolinyloalkilowych
pochodnych 8-alkoksy-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu — seria Il

Na podstawie wynikbw badan radioizotopowych in vitro stwierdzono, ze przesuniecie
fragmentu arylopiperazynyloalkilowego z potozenia 8 w pozycje 7 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, daje
zwigzki zachowujgce silne powinowactwo do receptorow 5-HTia (Ki = 4-19 nM) i réwnoczesnie
powoduje zwiekszenie powinowactwa do receptorow 5-HT,, (K; = 15-28 nM) (Tab. 1, praca H1 oraz
Tab. 1, praca H7). Wykazano silny, korzystny wptyw podstawnika alkoksylowego w potozeniu 8,
w poréwnaniu do pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6,8-trionu, zawierajgcych w tym potozeniu grupe
karbonylowag, oraz do tricyklicznego ukfadu dihydrooksazolo[2,3-flpurynodionu, w ktérym grupa
metoksylowa wbudowana jest w heterocykliczny uktad oksazolu (zaleznosci te opisano w rozdziale
2.2.6.). Natomiast wptyw dtugosci fancucha alifatycznego w podstawniku alkoksylowym
0 zréznicowanych wiasciwosciach lipofilowych, na powinowactwo do badanych receptoréow nie byt
jednoznacznie okre$lony. W przedstawionej serii zwigzkow, szczegodlnie interesujgce w aspekcie
aktywnosci do badanych receptoréw, byly pochodne zawierajgce 4 lub 5 weglowy fragment
alkilenowy. Wydtuzenie tgcznika z 3- do 4- i 5-weglowego, bylo szczegdlnie korzystne dla powino-
wactwa do receptorow 5-HT; oraz D, dopaminowych. Réwniez zastgpienie fragmentu arylopiperazyny
przez bioizosteryczne ugrupowanie tetrahydroizochinolinowe, zwiekszyto powinowactwo do
receptorow 5-HT; (Tab. 1, praca H1 oraz Tab. 1, praca H7). Wprowadzenie grupy metoksylowej w
potozenie 2 pierscienia fenylowego, zwiekszylo powinowactwo do receptoréw 5-HT s, w poréwnaniu
do ich analogdéw niepodstawionych, natomiast podstawienie elektroakceptorowego atomu chloru w
potozenie 3 bylo preferowane dla wigzania sie z receptorami 5-HT,,. Pochodne z niepodstawionym
pierscieniem fenylowym zachowaty silne powinowactwo do receptorow 5-HT,.. Wprowadzenie
fragmentu 3,4-dichlorofenylowego byto natomiast szczegdlnie korzystne dla powinowactwa do
receptorow 5-HTg. Sposrdd badanych analogéw, tylko pochodne z podstawnikiem 3,4-diCl w
pierscieniu fenylowym wykazaty umiarkowane powinowactwo do tego typu receptoréw

(K; = 262-719 nM; Tab. 1, praca H7). W badanej serii Il uzyskano dualne ligandy receptoréw 5-HT 4/
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5-HT; (17, praca H1 oraz 14, praca H7), dualne ligandy 5-HTs/5-HT,n (21, praca H1),
wieloreceptorowe ligandy 5-HT4/5-HT24/5-HT; (18, praca H1), wieloreceptorowe ligandy 5-HT s/
5-HT,/D, (15, 20, 23, praca H7), a takze selektywne ligandy 5-HT,, (12, 13, 15, 19, praca H1).
Przedstawione, wieloreceptorowe ligandy (17, 18, 20, 21) miaty silniejsze lub zblizone do buspironu
powinowactwo do receptorow 5-HT;, i rownoczesnie silniejsze od buspironu powinowactwo do
receptoréow 5-HT,, i 5-HT-.(Tab. 1, praca H1).

Badane zwigzki 17 i 21 (praca H1) wykazaty w testach funkcjonalnych in vivo (hipotermia
u myszy oraz test opadniecia dolnej wargi szczura), rozng aktywno$¢ wewnetrzng w stosunku do
receptorow 5-HT;a. Zwigzek 17 o strukturze 7-{4-[4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-ylo]butylo}-8-
etoksy-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu miat cechy pre- i post-synaptycznego agonisty receptorow
5-HT14, Nnatomiast jego 3-chlorofenylowy analog z podstawnikiem propoksylowym w potozeniu 8 (21)
zostat sklasyfikowany jako czesciowy, postsynaptyczny agonista tych receptoréw (praca H1). Z kolei
8-alkoksylowe pochodne 7-(3-chlorofenylo)piperazynylopropylo-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu (4 i 5)
jako ligandy receptoréw 5-HT,, (Tab. 1, praca H3), znaczgco zapobiegaty wzrostowi cisnienia krwi
u szczurdw wywotanego podaniem serotoniny, w drugiej fazie testu — co wskazywato na ich efekt
antagonistyczny w stosunku do receptorow 5-HT,, (praca H3).

W grupie 7-arylopiperazynyloalkilowych pochodnych 8-metoksy-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu;
zwigzek z podstawnikiem 2-metoksyfenylowym (15, praca H7) w badaniach funkcjonalnych in vitro,
okreslajgcych wptyw badanych zwigzkéw na poziom wewngtrzkomoérkowego cAMP, wykazat profil
silnego antagonisty receptoréw 5-HT,, i D, oraz stabego antagonisty 5-HT; receptorowego, natomiast
jego analog 3-chlorofenylowy (16) cechy ago/antagonisty receptoréw 5-HT 4 oraz stabego antagonisty
5-HT,4 i 5-HT; (Tab. 2, praca H7).

Zaréwno wysokie powinowactwo do receptorow 5-HTs, 5-HT,5 oraz 5-HT-, jak i przedsta-
wiony profil funkcjonalny ligandéw z serii Il, skfaniat do podjecia oceny ich potencjalnego dziatania
psychotropowego in vivo. Do badan w tym kierunku wybranych zostato tgcznie 6 zwigzkow. Zwigzek
17 o wtasciwosciach dualnego liganda 5-HT14/5-HT; (K; = 11 nM i K; = 54 nM) i profilu agonisty 5-HT 5
receptorowego, wykazat w dawkach 5 i 10 mg/kg znaczacy efekt przeciwdepresyjny w tescie
wymuszonego ptywania u myszy (Tab. 6B, praca H1) oraz dziatanie przeciwlekowe w dawce 5 mg/kg,
zwiekszajac liczbe karanych przejs¢ myszy o 70% (Tab. 6A, praca H1). Brak aktywnosci w wyzszych
dawkach moze by¢ wynikiem silniejszego dziatania sedatywnego badanego zwigzku w poréwnaniu do
zwigzkdw referencyjnych tj. imipraminy i diazepamu.

Badane 8-alkoksylowe pochodne z podstawnikiem 7-(3-chlorofenylo)piperazynylopropyleno-
wym 4 i 5 (praca H3) o wiasciwosciach selektywnych ligandéw 5-HT,, i cechach antagonistéw tych
receptoréw, wykazaty dziatanie przeciwdepresyjne. W dawkach 10, 20 i 30 mg/kg istotnie skracaty
czas bezruchu myszy o 33-48% (Tab. 2, praca H3). Dziatanie to byto silniejsze od mianseryny, uzytej
jako zwigzek referencyjny.

W grupie 8-metoksylowych analogéw; zwigzek 15 (Tab.l1, praca H7) o wiasciwosciach
wieloreceptorowego liganda 5-HT4/5-HT+/D, (K; = 4 nM, K; = 12 nM, K; = 24 nM) oraz profilu
funkcjonalnym antagonisty tych receptoréw, nie wykazat aktywnosci w zwierzecych modelach leku

i depresji. Badany w kierunku aktywno$ci przeciwpsychotycznej nie obnizat hiperaktywnosci u myszy
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wywotanej d-amfetaming, nie wykazujgc tym samym dziatania przeciwpsychotycznego. Brak
aktywnosci psychotropowej zwigzku 15 w poréwnaniu do jego analogu 8-etoksylowego (17, praca H1)
0 podobnym powinowactwie, ale odmiennym profilu funkcjonalnym (agonista 5-HT,) wskazuje, ze
rodzaj podstawnika alkoksylowego w potozeniu 8 moze wplywac¢ na agonizm/antagonizm receptorowy
oraz wilasciwosci psychotropowe. Jak wykazaty badania stabilno$ci metabolicznej zwigzku 15
z uzyciem mikrosomow watrobowych myszy, brak aktywnosci in vivo zwigzku 15 moze by¢ spowodo-
wany silnym efektem I-go przejscia (praca H7)

Podsumowanie rezultatéw przeprowadzonych badan farmakologicznych przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Profil funkcjonalny oraz aktywnosc¢ psychotropowa wyselekcjonowanych zwigzkéw 4, 5
oraz 15-17 i 21 serii ll.
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2.2.4. Aktywnosé receptorowa i wlasciwosci psychotropowe 7-arylopiperazynyloalkilowych
pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu z alifatycznym, aryloalifatycznym

lub cyklicznym ugrupowaniem aminowym w potozeniu 8

Majac na uwadze fakt, ze (4-arylopiperazyn-1-ylo)alkilowe pochodne, zawierajgce jako
fragment cyklicznego amidu ukfad 8-alkoksy-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, w badaniach in vitro
wykazaty cechy wieloreceptorowych ligandéw 5-HTja, 5-HT,s, 5-HT; i D, receptorowych oraz
aktywnos¢ psychotropowg w testach in vivo, postanowitam prowadzi¢ dalsze badania nad zaleznoscig
pomiedzy strukturg a aktywno$cig receptorowg w tej klasie zwigzkéw. Przedstawione w pracy H6
badania chemiczno-farmakologiczne, dotyczyty modyfikacji podstawnika w potozeniu 8 uktadu
1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu. W potozenie to wprowadzone =zostato ugrupowanie I-, II- lub
lll-rzedowej aminy, petnigce role akceptora wigzania wodorowego. Podstawnik aminowy, o réznej
lipofilowosci i budowie sterycznej, stanowity ugrupowania: dibenzyloaminowe, N-alkilobenzylo-
aminowe (N-metylobenzyloaminowe, N-etylobenzyloaminowe), alkiloaminowe (metyloaminowe,
etyloaminowe), lub niepodstawiona grupa aminowa.

Ocene zaleznosci pomiedzy strukturg a powinowactwem receptorowym zaprojektowanych
8-aminowych pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, prowadzono dla biblioteki 48 zwigzkéw,
obejmujacych pochodne arylopiperazyny lub 1,2,3,4-tetrahydroizochinoliny z tgcznikiem 3-5

weglowym, stanowigce serie lll A (Rycina 5).

Zaprojektowane zwigzki otrzymano w wyniku wieloetapowej syntezy przedstawionej na Rycinie 9.
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Rycina 9. Etapy syntezy 7-arylopiperazynyloalkilowych oraz 7-tetrahydroizochinolinyloalkilowych

pochodnych 8-amino-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu — seria Il A
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Wyjsciowe 8-amino-1,3-dimetylopuryno-2,6-diony uzyskano w reakcji 8-bromo-1,3-dimetylo-
puryno-2,6-dionu z odpowiednig aming (alkilobenzyloaming lub dibenzyloaming) przez ogrzewanie
substratow przez 20 godzin w $rodowisku 2-(2-metoksyetoksy)etanolu (MeDigolu) wediug metody
opisanej w literaturze [54]. Zwigzki te alkilowano nastepnie nadmiarem odpowiedniego dihalogeno-
alkanu w uktadzie dwufazowym w obecnosci K,CO3; oraz TEBA w $rodowisku acetonu, otrzymujgc
odpowiednie 7-w-halogenoalkilo-8-amino-1,3-dimetylopuryno-2,6-diony (praca H6). Zaprojektowane
7-arylopiperazynyloalkilowe oraz 7-tetrahydroizochinolinyloalkilowe pochodne 8-amino-1,3-dimetylo-
puryno-2,6-dionu, otrzymano w reakcji substytucji nukleofilowej 7-w-halogenoalkilo-8-amino-1,3-
dimetylopuryno-2,6-dionéw z réwnomolowg iloscig odpowiedniej arylopiperazyny Iub THIQ,
ogrzewajac substraty przez 40 godzin w srodowisku propan-1-olu i w obecnosci K,COj; jako czynnika
wigzgcego wydzielajgcy sie halogenowodor (praca H6).

Badania powinowactwa receptorowego in vitro pozwolity zidentyfikowa¢ zwigzki bedace
ligandami receptoréw 5-HT;s, 5-HT,4 lub 5-HT; a takze dualnymi ligandami 5-HT;4/5-HT;
receptorowymi (Tab. 1, praca H6). Analiza zaleznosci struktura-aktywnos¢ wykazata, ze powino-
wactwo do badanych receptoréw uzaleznione jest od rodzaju podstawnika w potozeniu 8. Najbardziej
preferowanym podstawnikiem byto ugrupowanie N-etylobenzyloaminowe. Zmniejszenie lipofilowosci
i wielkosci podstawnika, zmniejszalo powinnowactwo do receptorow 5-HTia, 5-HTon i 5-HT,
w nastepujgcy sposob: N-metylobenzyloamina > metyloamina > etyloamina > amina =
dibenzyloamina. Wyjatek stanowity pochodne 8-dibenzyloaminowe, ktére pomimo wysokiej
lipofilowosci, wykazywaty niskie powinowactwo. Tego typu obserwacja wskazuje na fakt, ze nie tylko
lipofilowos¢, ale rowniez wielko$¢ podstawnika, odgrywajg istotng role w wigzaniu sie z badanymi
receptorami. Wptyw preferowanych, lipofilowych podstawnikéw np. N-metylobenzyloaminowego
i N-etylobenzyloaminowego w potozeniu 8 uktadu 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu na powinowactwo do
receptorow 5-HT4 i 5-HT,, byt szczegdlnie widoczny w przypadku pochodnych tetrahydroizochino-
linylobutylowych. W badanej serii zwigzkéw, wydtuzenie tgcznika alkilenowego do 4 i 5 atoméw wegla,
zwiekszato powinowactwo do receptoréw 5-HTy4 i 5-HT,. Wptyw sposobu podstawienia w pierscieniu
aromatycznym na powinowactwo do receptorow 5-HT;n byt charakterystyczny dla pochodnych
arylopiperazyn (2-metoksyfenylo)piperazyna > (3-chlorofenylo)piperazyna > (4-fluorofenylo)pipera-
zyna). W przypadku receptorow 5-HT,, wigksze powinowactwo wykazywaty analogi z podstawnikami
elektroakceptorowymi (3-chlorofenylowym i 4-fluorofenylowym). Wyselekcjonowane, arylopipera-
zynyloalkilowe pochodne badanej serii Ill A, ze zroznicowanymi podstawnikami w potozeniu 8,
wykazaty w badaniach funkcjonalnych in vivo, cechy antagonistow tych receptoréw. Na podkreslenie
zastuguje fakt, ze bedace przedmiotem pracy H1, pochodne zawierajgce w tym potozeniu grupe
alkoksylowg o roznej dlugosci tancucha alkilowego (etoksylowg i propoksylowg), zostaty
sklasyfikowane jako agonisci lub czesciowi agonisci receptoréw 5-HT;5, co moze sugerowacé wptyw
ugrupowan donorowych lub akceptorowo-donorowych w tworzeniu wigzania wodorowego w uktadzie
1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, jako terminalnego amidu, na aktywno$¢ wewnetrzng. Natomiast
w badanej serii zwigzkéw, zastgpienie fragmentu arylopiperazyny ugrupowaniem THIQ, zmienia
aktywnos$¢é wewnetrzng — z antagonisty na czesciowego agoniste receptorow 5-HT, (Tab. 3, praca
H6).
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Poszukiwanie zwigzkéw o wieloreceptorowym (5-HT/D,) mechanizmie dziatania i potencjalnej
aktywnosci psychotropowej, kontynuowano w grupie dtugotancuchowych arylopiperazynowych
pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, zawierajgcych w potozeniu 8 Ill-rzedowe ugrupowanie
aminowe, spetniajgce role akceptora wigzania wodorowego, ktére stanowity cykliczne aminy
(pirolidyna, piperydyna, morfolina) Ilub alifatyczne ugrupowania aminowe (N,N-dietyloamina,
N,N-dipropyloamina) (praca H8). Modyfikacje te =zaplanowano w oparciu o wyniki badan
powinowactwa do receptoréw 5-HTia, 5-HT,, i 5-HT7, dla serii pochodnych 8-aminowych,
zawierajgcych |-, 1l- i lll-rzedowe ugrupowanie aminowe — alkiloaminowe, alkilobenzyloaminowe,
dibenzyloaminowe, o roznej wielkosci i lipofilowosci, ktére wskazaty na istotng role podstawnika
aminowego o zwiekszonej lipofilowosci dla powinowactwa do badanych receptoréw (praca H6).
Stwierdzono réwniez, ze zbyt duzy objetosciowo podstawnik np. dibenzyloaminowy, nie jest
preferowany dla wigzania sie z tymi typami receptorow. Wykazano réwniez korzystny wpltyw
lll-rzedowego ugrupowania aminowego np. N-etylobenzyloaminowego dla powinowactwa do
badanych receptoréow. Potwierdza to fakt, ze nie tylko wtasciwosci lipofilowe, ale réwniez steryczne,
cyklicznego amidu, odgrywajg role w modyfikowaniu powinowactwa receptorowego dtugotancu-
chowych arylopiperazyn.

Zaprojektowane modyfikacje, bedgce przedmiotem pracy H8 wchodzity w skiad serii 11l B
i obejmowaty biblioteke 30 zwigzkéw. Stanowity one kontynuacje badan nad zaleznoscig struktura-
aktywnos$¢ receptorowa, w grupie 8-aminowych pochodnych 7-arylopiperazynyloalkilo-1,3-dimetylo-
puryno-2,6-dionu, oméwionych w pracy H6.

Roéznice dotyczyty nie tylko lipofilowosci ale takze swobody konformacyjnej podstawnika
w potozeniu 8. Podstawniki N,N-dietyloaminowe oraz N,N-dipropyloaminowe mozna traktowad,
w pewnym przyblizeniu, jako otwarte analogi cyklicznej pirolidyny oraz piperydyny. Z kolei uktad
morfoliny, posiada nie tylko bardziej hydrofilowe wifasdciwosci, ale dodatkowy akceptor wigzania
wodorowego w postaci atomu tlenu.

W badanej serii, analize zalezno$ci struktura-aktywno$é prowadzono dla pochodnych ze
zréznicowanym 3-5 weglowym fgcznikiem alkilenowym. Fragment arylopiperazyny, analogicznie jak
w innych badanych seriach, stanowito ugrupowanie klasycznej arylopiperazyny (R = H, 2-OCHs;, 3-Cl,
4-F). Ponadto, do pierscienia fenylowego wprowadzono takze podstawniki 2,3-dichloro- oraz
3,4-dichloro- o silniejszym charakterze elektronoakceptorowym.

Zaplanowane zwigzki, otrzymano w wyniku kilkuetapowej syntezy przedstawionej na Rycinie
10. W pierwszym etapie, w reakcji 8-bromo-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu z odpowiednimi cyklicznymi
(pirolidyna, piperydyna, morfolina) i alifatycznymi (N,N-dietyloamina, N,N-dipropyloamina) aminami,
weditug metody literaturowej [55], otrzymano odpowiednie posrednie 8-amino-1,3-dimetylopuryno-2,6-
diony (w tym takze zwigzki nieopisane w literaturze). Zwigzki te nastepnie alkilowano w uktadzie
dwufazowym ciecz-cialo state przy uzyciu 2-krothego, molowego nadmiaru odpowiednich
chlorobromoalkanéw [56] otrzymujgc odpowiednie 7-chloroalkilowe pochodne, z ktérych wiekszo$¢
stanowi nieopisane w literaturze posrednie 7-w-halogenoalkilo-8-amino-1,3-dimetylopuryno-2,6-diony,
ktére w reakcji substytucji nukleofilowej z réwnomolowg iloscig odpowiedniej arylopiperazyny

prowadzg do uzyskania zaprojektowanych, finalnych potgczen (praca H8).
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Rycina 10. Etapy syntezy 7-arylopiperazynyloalkilowych pochodnych 8-amino-1,3-dimetylopuryno-
-2,6-dionu — seria Ill B

W celu zweryfikowania wptywu powyzszych modyfikacji na powinowactwo receptorowe, oraz
sprawdzenie wieloreceptorowego mechanizmu dziatania, dla nowej serii Ill B, rozszerzono panel
badan receptorowych o miejsca wigzgce receptorow 5-HTg i D».

Badania powinowactwa in vitro potwierdzity wieloreceptorowy profil 5-HT/D, badanej serii —
najsilniej zaznaczony w przypadku pochodnych 8-piperydylowych. Zwigzki zawierajgce ten podstawnik
oraz tgcznik tetrametylenowy lub pentametylenowy, byty silnymi ligandami 5-HT/D,, co moze
wskazywac¢, ze ten ukilad cyklicznej aminy jest preferowany do uzyskania wieloreceptorowego
dziatania.

Wsréd analizowanych analogéw, pochodna 32, zawierajgca fragment 3,4-dichlorofenylo-
piperazynylobutylowy wykazata podobne do arypiprazolu powinowactwo do receptorow 5-HTa
(Ki = 36 nM), 5-HT¢ (Ki = 72 nM), 5-HT; (K; = 73 nM), D, (K; = 5 nM). Podobne wtasciwosci,
wieloreceptorowego liganda, wykazat analog 31 z podstawnikiem 3-chlorofenylowym (Tab. 1; praca
H8). Wydluzenie tgcznika alifatycznego do 5-weglowego, byto szczegdlnie korzystne dla zwiekszenia
powinowactwa do receptoréw 5-HT,, 5-HT; i D,. Zastgpienie 6-cztonowego pierscienia piperydyny,
heterocyklicznym uktadem morfoliny o mniejszej lipofilowosci ale wigekszej gestosci elektronowej,
zachowato wieloreceptorowy profil dziatania w stosunku do receptoréw 5-HT;s, 5-HTos i 5-HT-,
w przypadku pochodnych 3-chlorofenylopiperazynylowych i 3-metoksyfenylopiperazynylowych
z fgcznikiem 3- i 4- weglowym. Podobne zaleznosci byly obserwowane dla opisanych w pracy H4,
8 pochodnych z podstawnikiem 8-morfolinowym oraz tgcznikiem trimetylenowym i tetrametylenowym.
Elektroakceptorowy podstawnik 3-chloro- w pierécieniu fenylowym, znaczgco zwiekszat
powinowactwo do receptorow 5-HTgs, w przypadku pochodnej 11 z 4-weglowym tgcznikiem
alkilenowym. (Tab. 2; praca H4). Podobnie jak w przypadku pochodnych 8-piperydylowych,
wydtuzenie tancucha alifatycznego do 5-weglowego, byto korzystne dla powinowactwa do receptoréw
D, takze dla analogdw zawierajgcych w tym potozeniu pierscieri morfoliny (Tab. 1; praca H8).
Natomiast zastgpienie piperydyny 5-cztonowym uktadem pirolidyny, zmniejszato powinowactwo do
badanych receptoréw (praca H8). Z kolei, wprowadzenie ugrupowania N,N-dipropyloaminowego
w potozenie 8 ukfadu 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, o zwiekszonej lipofilowosci, zachowato wysokie —

nanomolarne powinowactwo do receptoréw 5-HTa, 5-HTa, 5-HTe, 5-HT; i D,. Podstawnik ten byt
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szczegolnie korzystny dla powinowactwa do receptoréw 5-HTg, co wskazuje, ze zwiekszenie
lipofilowosci i objetosci podstawnika w potozeniu 8, miaty istotny wptyw na powinowactwo do tych
miejsc wigzacych. Dodatkowym poparciem dla tego typu wniosku, byt fakt, ze =zastgpienie
ugrupowania N,N-dipropyloaminowego podstawnikiem N,N-dietyloaminowym, znacznie zmniejsza
powinowactwo do receptoréw 5-HTg, podczas gdy do innych, badanych receptoréw, pozostaje ono na

podobnym poziomie.

Dla 11 wyselekcjonowanych, w oparciu o wyniki badan powinowactwa receptorowego
zwigzkéw z badanej serii pochodnych 8-amino-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu (seria Il B), okreslono
profil funkcjonalny do badanych receptoréow 5-HT;,, 5-HT,a, 5-HTe, 5-HT; i D, metodg in vitro badajgc
wptyw na poziom cAMP. Badania te pozwolity wyselekcjonowa¢ zwiagzki 34, 41 i 45, wykazujgce silny
antagonizm D, receptorowy (ICso = 2,9-6,8 nM), poréwnywalny do chloropromazyny (ICso = 1,59 nM),
oraz rownoczesnie cechy agonistéw receptoréw D, (ICsq = 45,5 - 105 nM) (Tab.3, praca H8). Zwigzki
34 i 41 wykazaty ponadto profil czesciowych agonistow 5-HT,, receptorowych (Tab. 4 i 5, praca H8).
Szereg zwigzkéw wykazalo takze cechy antagonistow 5-HT,, receptorowych (Tab. 5, praca H8).
Mechanizmy te brane sg pod uwage w dziataniu nowych generacji neuroleptykow
0 zmniejszonych wiasciwosciach kataleptogennych i wiekszej skutecznosci w likwidowaniu objawow
negatywnych psychozy. Z kolei, zwigzki 43 i 46 okazaty sie antagonistami 5-HTg receptorowymi (ICs
= 676 i 847 nM) (Tab. 5, praca H8), co jest szczegdlnie istotne z uwagi na udziat antagonistéw tych
receptorow w poprawie funkcji poznawczych w schizofrenii. Szczegdlnie interesujacy byt fakt, ze
szereg zwigzkow z badanej serii wykazato profil czesciowego agonisty D, receptorowego,
czesciowego agonisty 5-HT,, receptorowego oraz antagonisty 5-HT,, receptorowego, charakte-
rystyczny dla arypiprazolu (Tab. 3-5; praca H8). Ten wielofunkcyjny profil, sktaniat do zweryfikowania
czy zwigzki te majg wlasciwosci psychotropowe, charakterystyczne dla nowej generacji
neuroleptykdéw, ktére przez swoj wieloreceptorowy mechanizm dziatania, oprécz aktywnosci
przeciwpsychotycznej, daja inne, korzystne efekty np. przeciwlekowy, przeciwdepresyjny czy
prokognitywny. Do badan w kierunku dziatania przeciwpsychotycznego in vivo wybrane zostaty dwa
zwigzki z podstawnikiem 8-piperydylowym: 7-{4-[4-(3,4-dichlorofenylo)piperazyn-1-ylo]butylo}-1,3-
dimetylo-8-(1-piperydylo)puryno-2,6-dion (32) i 7-{5-[4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-ylo]pentylo}-1,3-
dimetylo-8-(1-piperydylo)puryno-2,6-dion (34) wykazujgce odpowiednio cechy — antagonisty lub

czesciowego agonisty receptora D,.

Oba zwigzki wykazaty silny efekt przeciwpsychotyczny. Zwigzek 32 w dawce 20 mg/kg o 77%,
natomiast zwigzek 34 w dawkach 10 i 20 mg/kg o 80 i 90% - silnie obnizaty hiperaktywnos$¢ wywotang
d-amfetaming u myszy. Efekt ten, w przypadku zwigzku 32 byt specyficzny; w dawkach efektywnych
zwigzek ten nie wplywat na ruchliwo$¢ spontaniczng. Podsumowanie badan farmakologicznych

przedstawiono w Tabeli 3.
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Tabela 3. Profil funkcjonalny oraz aktywnos$é psychotropowa wyselekcjonowanych zwigzkéw 32 i 34

serii lll.
\ o
O\ 3\ R
N NN N—@
i \_/
N
O
Nr R n Profil funkcjonalny Aktywnos¢
5-HTia 5-HTa 5-HT; D, psychotropowa
: . . , przeciw-
32 3,4-diCl 2 agonista  antagonista antagonista
psychotyczna
34 2-0CHs 3 czegsciowy antagonista  cze$ciowy przeciw-
agonista agonista psychotyczna

Z badanej serii 7-arylopiperazinyloalkilo-8-morfolinylo-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionéw, do
badan farmakologicznych w kierunku dziatania przeciwlekowego i przeciwdepresyjnego, wybrane
zostaty dwie pochodne 7-(4-arylopiperazyn-1-ylo)butylo-8-morfolin-4-ylo-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu
z podstawionym grupg 2-metoksylowg (10) lub atomem chloru (11) w pozycji 3 pierscieniem
fenylowym, o wtasciwosciach ligandéw receptorow 5-HT,, i/lub 5-HT,, oraz umiarkowanym powino-
wactwie do receptorow 5-HT; (Tab. 2, praca H4). W testach behawioralnych leku i depresji, analog
Z podstawnikiem 3-chlorofenylopiperazynylowym, dualny ligand 5-HT./5-HT,, wykazujgcy umiarko-
wane powinowactwo do receptoréw 5-HTg i 5HT;, w dawce 5 mg/kg znaczaco (o 46%) zwiekszat
liczbe karanych przej$¢ w tescie czterech ptytek u myszy, wykazujgc w ten sposob efekt przeciw-
lekowy. Réwnoczesnie, zwigzek ten, w tescie wymuszonego ptywania, nie wykazat dziatania przeciw-
depresyjnego. Ograniczeniem dla dalszych badan byt silny efekt sedatywny badanego zwigzku (praca

H4) [44; D17]. Podsumowanie wynikéw badan farmakologicznych przedstawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Powinowactwo receptorowe oraz aktywnos$é psychotropowa wyselekcjonowanego

zwigzku 11 serii lll

\N A ¢
o= /N
) /lWNu“@
»

——

0]
Nr K [nM] Aktywnos¢
5-HTa 5-HT,a 5-HTg 5-HT;, psychotropowa
11 22 21 207 112 przeciwlekowa

Reasumujac, przedstawiona seria 7-arylopiperazinyloalkilo-8-amino-1,3-dimetylopuryno-2,6-
diondéw, z uwagi na wieloreceptorowy profil dziatania oraz aktywnos$¢ psychotropowsg; przeciw-
psychotyczng oraz przeciwlekowg, stwarza szanse na znalezienie zwigzkéw o zastosowaniu w terapii

zaburzen psychicznych.
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2.2.5. 7-Arylopiperazynyloalkilowe pochodne 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu z niepodstawiong
pozycja 8, jako ligandy receptora 5-HT 5 ze zré6znicowang funkcjg ago/antagonistyczng

i silnymi wlasciwosciami przeciwdepresyjnymi i anksjolitycznymi

Analizujgc wptyw modyfikacji uktadu 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, jako terminalnego amidu
w ligandach pochodnych dlugotancuchowych arylopiperazyn, w pracy H5 przedstawitam badania
chemiczno-farmakologiczne serii IV (Rycina 5) obejmujacej 14 zaprojektowanych 7-arylopipera-
zynyloalkilowych oraz tetrahydroizochinolinyloalkilowych pochodnych tego ukfadu, nie zawierajgcych
podstawnika w potozeniu 8. Zwigzki tego typu stanowig 7-podstawione analogi arylopiperazynylo-
alkilowych oraz tetrahydroizochinolinyloalkilowych pochodnych ze zréznicowanym podstawnikiem
alkoksylowym (prace H1, H3 i H7) lub aminowym (prace H4, H6 i H8) w potozeniu 8. W poréwnaniu do
7,8-dipodstawionych pochodnych, w przypadku tej grupy ligandéw, role akceptora wigzania
wodorowego moze przejg¢é atom azotu w potozeniu 9 uktadu 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, ze
wzgledu na posiadang przez niego wolng pare elektronowa. Istotny byt rowniez fakt, ze w zwigzkach
tego typu zachowany zostat charakter aromatyczny imidazolu. Przedstawiona modyfikacja stuzyta
ocenie, w jaki sposdb brak podstawnika w potozeniu 8 wptynie na profil receptorowy oraz funkcjonalny
w obrebie badanych receptorow 5-HTqa, 5-HToa, 5-HTg, 5-HT; i D,. Analogicznie jak w poprzednich
seriach zwigzkow, analizowano wplyw diugosci fgcznika alifatycznego, ktoéry rowniez w zwigzkach tej
serii byt 3-5 weglowy. Podobnie jak w przypadku 8-podstawionych analogéw, fragment aminowy
stanowita niepodstawiona lub podstawiona w pierscieniu fenylowym arylopiperazyna lub
1,2,3,4-tetrahydroizochinolina.

Zaplanowane  7-aryloalkilopiperazynyloalkilowe oraz 7-tetrahydroizochinolinyloalkilowe
pochodne 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu serii IV, otrzymano w reakcji uzyskanych uprzednio
7-w-chloroalkilo-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionéw [57] z odpowiednimi aminami, w $rodowisku

propan-1-olu, w obecnosci bezwodnego K,CO3, zgodnie z metodykg opisang w pracy H1 (Rycina 11).
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Rycina 11. Synteza 7-arylopiperazynyloalkilowych oraz 7-tetrahydroizochinolinyloalkilowych

pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu — seria IV
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Wyniki badan powinowactwa receptorowego in vitro wykazaty, ze modyfikacja polegajgca na
eliminacji podstawnika w potozeniu 8 prowadzi, w przypadku pochodnych arylopiperazynyloalkilowych,
do zwiekszenia powinowactwa do receptoréw 5-HTis, przy roéwnoczesnym zmniejszeniu
powinowactwa do receptorow 5-HT,s, 5-HT; i D,. Jedynie w przypadku zwigzkéw zawierajgcych
podstawnik 3-chlorofenylowy zostato zachowane wysokie powinowactwo do receptoréw 5-HTj,.
Wydtuzenie fancucha alkilenowego byto korzystne dla powinowactwa do receptoréow 5-HT;. W grupie
pochodnych 7-tetrahydroizochinolinyloalkilowych, badane zwigzki, w stosunku do ich analogéw
z podstawnikiem alkoksylowym lub aminowym w potozeniu 8, zachowaty podobne powinowactwo do
receptoréw 5-HT,,, natomiast nie wykazywaly powinowactwa w stosunku do receptoréw 5-HTa
5-HT; i D,. W przypadku tych pochodnych, réznice w diugosci tancucha alkilenowego nie wptywaty
znaczaco na powinowactwo do badanych receptorow. W wyniku przeprowadzonych modyfikaciji,
w obrebie arylopiperazynylowych pochodnych z tancuchem tetrametylenowym i pentametylenowym,
uzyskano silne ligandy receptoréw 5-HT;a (K = 1-23 nM; Tab. 1, praca H5) o umiarkowanym
powinowactwie do receptorow 5-HT s, 5-HT- i Ds.

Wyselekcjonowane pochodne 9, 12, 13 i 14 o najwyzszym powinowactwie do receptorow
5-HT14, W testach funkcjonalnych in vivo (hipotermia u myszy, test opadniecia dolnej wargi szczura),
wykazaly zréznicowany profil aktywnosci ago/antagonistycznej w stosunku do tego typu receptoréw.
Zwigzek 9 zostat sklasyfikowany jako petny agonista receptorow 5-HT;,, 12 jako czesciowy agonista
receptorow 5-HT;,, 13 jako postsynaptyczny agonista receptoréw 5-HTi,, natomiast 14 jako
postsynaptyczny antagonista receptorow 5-HT, (Tabela 5). Hipotermia wywotana zwigzkami 13 i 14
nie byta znoszona specyficznym antagonistg receptorow 5-HT;, tj. WAY100635, co sugeruje, ze nie
byt to efekt zwigzany wytgcznie z receptorami 5-HT;,. Ponadto dla 7-{4-[4-(3-chlorofenylo)piperazyn-
1-ylo]butylo}-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu (9) oraz jego homologu (14) z tgcznikiem 5-weglowym,
wykazujgcych rownoczes$nie powinowactwo do receptorow 5-HT,s, wykazano ich wiasciwosci

antagonistyczne do tego typu receptoréw, w tescie potrzgsania gtowg u myszy.

Tabela 5. Profil funkcjonalny oraz aktywnosé psychotropowa wyselekcjonowanych zwigzkow

9, 12-14 serii IV.
N— °
N NN N@
M= ] T N
N
Nr R n Profil funkcjonalny Aktywnos¢
5-HT 5-HT,p psychotropowa
9 3-Cl 2 __agonista antagonista prze_mwle,kowa_ '
pre- i post-synaptyczny przeciwdepresyjna
agonista
12 H 3 presynaptyczny i czesciowy przeciwlekowa
agonista postsynaptyczny
13 2-OCH3; 3 agonista postsynaptyczny przeciwdepresyjna
14 3-Cl 3 antagonista postsynaptyczny antagonista przeciwlekowa
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Z danych przedstawionych w literaturze wiadomo, ze ligandy receptoréow 5-HT,, 0 cechach
agonistoéw, czesciowych agonistow tych receptoréw, jak rowniez, o wtasciwosciach kombinowanych
antagonistow 5-HT./5-HT,,, wykazujg in vivo aktywnos¢ przeciwdepresyjng i/lub przeciwlekowg
[58-61].

Biorgc pod uwage, zaréwno powinowactwo receptorowe jak i aktywnos¢ wewnetrzng,
wyselekcjonowanych pochodnych 9, 12, 13 i 14 okreslono ich wiasciwosci psychotropowe w testach
behawioralnych depresji (test wymuszonego ptywania) i leku (test czterech ptytek). Badania pozwolity
wyselekcjonowa¢ zwigzki o silnych wiasciwosciach przeciwlekowych. Zwigzki 9, 12 oraz 14,
odpowiednio w dawkach 20 mg/kg (9), 2,5 mg/kg (12) oraz 0,625 mg/kg i 0,312 mg/kg (14) wykazaty
znaczacg aktywnosé w tescie czterech plytek, zwiekszajgc liczbe karanych przej$¢ odpowiednio
0 57%, 50% oraz 71% i 57% (Ryc. 3; praca H5). Aktywnos¢ ta byla zblizona lub silniejsza od
diazepamu uzytego jako zwigzek odniesienia w dawkach 1,25 - 5 mg/kg (Ryc. 3; praca H5). Ponadto
zwigzki 9 i 13 wykazaty wiasciwosci przeciwdepresyjne. Zwigzek 9 w dawkach 5 i 10 mg/kg oraz
zwigzek 13 w dawkach 0,625 i 1,25 mg/kg istotnie skracaty czas bezruchu myszy odpowiednio o 37%,
30% (9) oraz 30% i 35% (13). Efekt ten byt silniejszy od imipraminy, uzytej jako zwigzek referencyjny,
ktéra wykazywata dziatanie w wyzszych dawkach (10 i 20 mg/kg). Ponadto, podobnie jak imipramina,
badane zwigzki nie wptywaty na ruchliwosé spontaniczna.

Reasumujgc, w badanej grupie pochodnych, uzyskano silne ligandy receptoréw 5-HTia
o zréznicowanym profilu ago/antagonistycznym, wykazujgce poréwnywalng lub silniejszg od zwigzkow
odniesienia, diazepamu i imipraminy, aktywnos$¢ przeciwlekowag (12 i 14), przeciwdepresyjng (13) lub
przeciwlekowg i przeciwdepresyjng (9) (Tabela 5).

Ze wzgledu na obiecujgce wyniki badah farmakologicznych, zwigzki 9, 12, 13 i 14 zostaty
przekazane do badan farmakokinetycznych in vivo na szczurach rasy Wistar. Zwierzeta, po uprzedniej
kaniulacji zyty szyjnej, otrzymywaty badane zwigzki w dawce 5 mg/kg do zyty ogonowej. Prébki krwi

do oznaczeh pobierano z kaniuli, w réznych czasach od chwili podania, do 240 min.
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Rycina 12. Wykresy zaleznosci srednich stezen (+SD) badanych zwigzkéw 9, 12,13 i 14 w osoczu

szczura od czasu po jednorazowym, dozylnym podaniu w dawce 5 mg/kg (n = 3)
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Stezenia badanych zwigzkéw w osoczu oznaczano metodg LC/MS/MS z wykorzystaniem
kolumny XTerra™ C18 (3 mm x 50 mm, 5 um). Faze ruchomg stanowit 0,1% roztwér kwasu
mrowkowego w acetonitrylu. Profile Srednich stezen zwigzkéow 9, 12, 13 i 14 w funkcji czasu

przedstawiono na Rycinie 12,

W oparciu o uzyskane wyniki, oszacowano parametry farmakokinetyczne badanych zwigzkéw.
Stosujgc analize bezmodelowg w programie Phoenix WinNonlin obliczono nachylenie koncowego
fragmentu krzywej stezenie-czas (A,), bedace miarg szybkosci ich eliminacji, biologiczny okres
poéttrwania (to 5 »2), Wyznaczony z zaleznosci In2/A,, objetos¢ dystrybuciji (V,), klirens (CL), $redni czas
przebywania zwigzku w ustroju (MRT) oraz pole pod krzywa stezenie-czas mierzone w przedziale
czasu od 0 do 240 min (AUCq.240), (Tabela 6).

Tabela 6. Srednie wartoéci parametréw farmakokinetycznych ($rednie geometryczne) zwigzkow 9, 12,

13i 14, po jednorazowym, dozylnym podaniu w dawce 5 mg/kg

Parametr 9 12 13 14
Az (min'l) 0,015 0.019 0.012 0,013
0.5z (Min) 45,19 36,65 59,06 51,77
V, (ml/kg) 2152,15 1535,24 1986.44 1985,49
CL (ml/min/kg) 33,01 29,04 23,31 26,58
MRT (min) 55,43 44,80 58,46 59,93
AUC 240 (ng-min/ml) 146993,59 170397,03 201479.90 180142,24

Stosujac metode ultrafiltracji, wyznaczono takze utamek wigzania badanych zwigzkéw
z biatkami osocza. Wyniki tych badan wykazaty, ze zwigzki 9 i 14 w znacznym stopniu wigzg sie
z biatkami (odpowiednio w 92 i 94%), natomiast zwigzki 12 i 13 w okoto 70%.

W oparciu o przeprowadzone badania farmakokinetyczne mozna stwierdzi¢, ze wszystkie
badane zwigzki cechujg sie korzystnym profilem farmakokinetycznym. Duza warto$¢ objetosci
dystrybucji, znacznie przewyzszajgca objetos¢ krwi krgzgcej u szczura, Swiadczy o znacznym
przenikaniu badanych zwigzkéw przez btony biologiczne i ich efektywnej dystrybucji do wielu
narzgdoéw i tkanek, w tym do OUN. Biologiczny okres poitrwania mieszczacy sie w zakresie 36,65 —
59,06 min jest, w odniesieniu do szczura, stosunkowo dtugi i po przeskalowaniu na cztowieka moze
osiggna¢ wartos¢ rzedu kilku godzin. Powinno to umozliwi¢ podawanie tych zwigzkéw raz lub dwa
razy na dobe.

Badania farmakokinetyczne sg kontynuowane, a uzyskane wyniki bedg prezentowane

w przygotowywanej publikacji.
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2.2.6. Ocena wplywu zastgpienia uktadu 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu w badanych 7-arylo-
piperazynyloalkilowych pochodnych, strukturg 1,3-dimetylopuryno-2,6,8-trionu oraz
tricyklicznym uktadem dihydro[1,3]oksazolo[2,3-f]purynodionu, na powinowactwo do
receptorow 5-HT,/5-HT,4/5-HTg/5-HT; i D,

Biorgc pod uwage istotng role terminalnego fragmentu cyklicznego amidu w modyfikowaniu
powinowactwa receptorowego dtugotancuchowych arylopiperazyn, zbadano takze wptyw zastgpienia
uktadu 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu strukturg 1,3-dimetylopuryno-2,6,8-trionu (seria V; Rycina 6).
W zmodyfikowanym uktadzie, obok cyklicznych ugrupowan amidowych, wystepujgcych w pirymidyno-
dionie, wystepuje dodatkowe ugrupowanie amidowe w pierscieniu imidazolu, majgce mozliwosc
wystepowania w dwoch formach tautomerycznych tj. w formie enolowej i ketonowej (praca H1).
W poréwnaniu do uktadu 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, przedstawiona modyfikacja prowadzi do utraty
aromatycznego charakteru pierscienia imidazolu w badanym uktadzie 1,3-dimetylopuryno-2,6,8-trionu.

Zaprojektowane zwiagzki serii V stanowity 8-okso analogi 7-arylopiperazynyloalkilowych oraz
7-tetrahydroizochinolinyloalkilowych pochodnych 8-alkoksy-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, w ktérych w
miejsce ugrupowania alkoksylowego w potozeniu 8 wystepuje grupa karbonylowa (praca H1).
W przeciwienstwie do 8-alkoksylowych pochodnych, w ktérych role akceptora wigzania wodorowego
petni atom tlenu, w zwigzkach tej serii role akceptora wigzania wodorowego moze przejgé atom azotu
w pofozeniu 9, ze wzgledu na posiadang wolng pare elektronowg. W odréznieniu od dtugotancu-
chowych arylopiperazynowych pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, proponowane pochodne
1,3-dimetylopuryno-2,6,8-trionu nie posiadajg w swej strukturze uktadéw aromatycznych ani
lipofilowych w poblizu ugrupowania bedgcego akceptorem i donorem wigzania wodorowego (uktad
imidazolinonu).

Zwigzki tej serii otrzymano w wyniku kilkuetapowej syntezy, otrzymujgc posrednie 7-w-chloro-
alkilo-8-bromo-1,3-dimetylopuryno-2,6-diony [53], a nastepnie opisang w pracy H1 metodg —
7-w-chloroalkilo-8-metoksy-1,3-dimetylopuryno-2,6-diony (Rycina 13).
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Rycina 13. Etapy syntezy 7-arylopiperazynyloalkilowych oraz 7-tetrahydroizochinolinyloalkilowych
pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6,8-trionu — seria V

35



W kolejnym etapie, w reakcji 7-w-chloroalkilo-8-metoksy-1,3-dimetylo-puryno-2,6-dionéw
z odpowiednig aming w srodowisku propan-1-olu w obecnosci K,COs;, nietrwate ugrupowanie meto-
ksylowe w potozeniu 8 ulega hydrolizie, prowadzgc do otrzymania odpowiednich 7-arylopipera-
zynyloalkilowych oraz 7-tetrahydrochinolinyloalkilowych pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6,8-trionu.

Analiza zaleznosci struktura-powinowactwo receptorowe wykazata, ze 7-arylopiperazynylo-
alkilowe pochodne 1,3-dimetylopuryno-2,6,8-trionu miaty 3-20 krotnie mniejsze powinowactwo do
receptorow 5-HT;, oraz 14-77 krotnie mniejsze do 5-HT7, w poréwnaniu do pochodnych 8-alkoksy-
1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, natomiast zachowaty wysokie powinowactwo do receptorow 5-HT,,
(Tab. 1 i 2; praca H1). Zwiazki 27 i 29, majace w swej strukturze odpowiednio; fragment
3-chlorofenylopiperazynylopropylowy oraz  3-chlorofenylopiperazynylobutylowy, okazaly sie
selektywnymi ligandami receptorow 5-HT,, (K; = 58 i 60 nM). Mozna stgd wnioskowa¢, ze dla
wigzania sie z receptorami 5-HT,5 tego typu ligandow, istotng role mogg odgrywac¢ oddziatywania
hydrofobowe oraz Ttr-elektronowe, a takze oddzialywania typu jonowego, natomiast obecnos¢
ugrupowania tworzgcego wigzanie wodorowe, niezbednego w przypadku ligandéw receptora 5-HT 4,
nie byta konieczna dla wigzania sie z receptorem 5-HT,s. Zastgpienie fragmentu arylopiperazyny
uktadem tetrahydroizochinoliny (30) w badanej grupie pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6,8-trionu,
prowadzi do zaniku aktywnosci w stosunku do wszystkich badanych podtypow receptoréw
serotoninowych (Tab. 2, praca H1).

Kolejng modyfikacje terminalnego amidu w badanych arylopiperazynyloalkilowych
pochodnych stanowita seria VI (Rycina 6) opisana w pracy H7. Terminalny, diheterocykliczny ukfad
1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, w zwigzkach tej serii, zostat zastgpiony tricyklicznym uktadem 1,3-di-
metylo-6,7-dihydro-1,3-oksazolo[2,3-f]puryno-2,4-dionu. Potgczenia tej serii mozna traktowac jako
analogi 7-arylopiperazynyloalkilo-8-alkoksylowych pochodnych, w ktérych grupa metoksylowa oraz
tacznik alkilenowy, zostaty wbudowane w pier$cien oksazolu (praca H7).

Zwigzki serii VI zsyntetyzowano w reakcji otrzymanych uprzednio, odpowiednich arylo-
piperazynylometylooksyranéw z 8-bromo-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionem w srodowisku propan-1-olu,

w obecnosci katalitycznych iloéci pirydyny (Rycina 14).
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Rycina 14. Synteza 7-arylopiperazynyloalkilowych pochodnych dihydro[1,3]oksazolo-
[2,3-f]purynodionu — seria VI
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W badaniach powinowactwa receptorowego in vitro, 7-arylopiperazynyloalkilowe pochodne
dihydro-[1,3]oksazolo[2,3-f]purynodionu nie wykazaty powinowactwa do badanych receptorow 5-HT 4.
5-HT,a, 5-HTs 5-HT7 i D, Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazywaty, ze zmiana chemicznego
charakteru cyklicznego amidu wptywa na wigzanie sie z badanymi receptorami. Niekorzystny wptyw
tricyklicznego uktadu dihydro[1,3]oksazolo[2,3-flpurynodionu na powinowactwo do receptoréw 5-HT
i D, w poréownaniu do diheterocyklicznej struktury 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, zostat dodatkowo

potwierdzony badaniami modelowania czgsteczkowego (rozdziat 2.2.8.).
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2.2.7. Badania krystalograficzne dla wybranych arylopiperazynyloalkilowych pochodnych
1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu o wiasciwosciach wieloreceptorowych ligandéw
5-HT i/lub D,

Wyniki rentgenowskiej analizy strukturalnej pozwalajg na ustalenie preferowanych konformaciji
czgsteczek w $Srodowisku krysztatu. Konformacja czgsteczki ma kluczowe znaczenie w procesie
tworzenia sie oddziatywan miedzyczasteczkowych, w tym réwniez pomiedzy receptorem i ligandem.
Preferowane, przestrzenne utozenie fragmentdéw liganda, niejednokrotnie decyduje o selektywnym
wigzaniu sie do danego receptora. Analiza oddziatywan miedzyczgsteczkowych w krysztale pozwala
na wyciggniecie wnioskow dotyczacych wiasciwosci elektronowych poszczegolnych grup funkcyjnych
czgsteczki. Moze wskazaé¢ na potencjalne fragmenty donorowe/akceptorowe wigzan wodorowych, jak
réwniez ustali¢ mozliwosci powstawania innych, stabszych oddziatywan hydrofobowych, majgcych

ogromne znaczenie w procesie stabilizacji liganda w miejscu wigzacym receptora.

Majac powyzsze na uwadze, przeprowadzono badania krystalograficzne dla wybranych
arylopiperazynyloalkilowych pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu o witasciwosciach wielo-
receptorowych ligandéw 5-HT i/lub D,. Z danych literaturowych wynika, ze krysztaty dtugotancu-
chowych arylopiperazyn sg bardzo trudne do otrzymania z uwagi na duzg niestabilno$¢ konformacyjng
w roztworze, ktora skutkuje czestym ,zeszkleniem” preparatu lub uzyskaniem krysztatéw niskiej
jakosci [62].

Badania krystalograficzne przeprowadzono dla zwigzkéw, dla ktorych uzyskano krysztaty
umozliwiajgce badania rentgenostrukturalne. Wiekszo$¢ badanych pochodnych LCAP krystalizowata
w postaci soli. Byly to chlorowodorki 7-arylopiperazynylobutylo-8-morfolin-4-ylo-1,3-dimetylopuryno-
2,6-dionéw (9, 10 11; praca H4), obejmujgce 4 struktury krystaliczne (dwie odmiany polimorficzne dla
zwigzku 11) [63] oraz 2 struktury krystaliczne chlorowodorkow 7-{4-[4-(3,4-dichlorofenylo)piperazyn-1-
ylo]butylo}-1,3-dimetylo-8-morfolin-4-ylopuryno-2,6-dionu (37; praca H8) oraz 7-{3-[4-(3,4-dichloro-
fenylo)piperazyn-1-ylo]propylo}-8-(dipropyloamino)-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu  (44; praca H8).
Wspdlnym fragmentem strukturalnym w zwigzkach 9, 10, 11 i 37 byt podstawnik 8-morfolinowy oraz
tacznik 4-weglowy, natomiast roznica dotyczyta podstawnikow w pierscieniu aromatycznym fragmentu

arylopiperazyny.

Badania krystalograficzne umozliwity potwierdzenie struktury badanych zwigzkéw i pozwolity
na szczegbétowg analize konformacyjng. Wszystkie badane zwigzki krystalizowaty w postaci
chlorowodorkéw, z kationem zlokalizowanym na atomie azotu N15 piperazyny (Ryc.1, praca H4,
Ryc. 2, praca H8). Umozliwito to powstanie silnego oddziatywania o charakterze wigzania wodoro-
wego, dodatkowo wspomaganego tadunkiem. Oddziatywanie N*-H---CI" nasladuje obserwowane w
dokowanych pochodnych arylopiperazynyloalkilowych, oddziatywanie z Asp32 [64] (rozdziat 2.2.8).
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Strukture badanych zwigzkdw mozna podzieli¢ na trzy zasadnicze czesci: fragment
arylopiperazyny, aromatyczny uktad 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu oraz tgczgcy oba fragmenty fgcznik
alifatyczny. Najbardziej konformacyjnie zmiennym fragmentem jest fancuch alifatyczny, ktory dla
wiekszosci prezentowanych zwigzkéw przyjmuje konformacje rozciggnietg. Jest to najczesciej
spotykana konformacja dla wiekszosci czteroweglowych tancuchéw pochodnych LCAPs [65-68].
Postuluje sie, ze tgcznik tetrametylenowy w rozciggnietej konformaciji trans-trans-trans (anti-anti-anti)
wystepuje w strukturach krystalicznych pochodnych o najwyzszej aktywnosci wzgledem receptorow
monoaminergicznych. Taka dlugos¢ tancucha gwarantuje optymalng, wzajemng odlegtos¢ ukfadow
pierscieniowych ligandéw, umozliwiajgc lepsze dopasowanie czasteczki do kieszeni wigzacej
receptora. W przypadku fancuchéw krétszych (propylenowych), obserwowana jest konformacja
rozciggnieta (trans-trans) jak i zgieta (trans-gauche) (zwigzek 44). Nawet w przypadku konformacji
rozciggnietej tgcznika trojweglowego, odlegtos¢é pomiedzy uktadami aromatycznymi nie gwarantuje
stworzenia optymalnych oddziatywan z receptorem, co uwidaczniajg badania in vitro; stabsza
wigzalnos$¢ tych ligandow do wybranych receptoréw. Z kolei dtuzszy tancuch (pentametylenowy),
wykazuje znaczacg labilno$¢ konformacyjng, nawet w ciele statym, przyjmujgc najczesciej
konformacje zgietg (dane bedag zawarte w przygotowywanej publikaciji).

W przypadku wszystkich analizowanych struktur, pierscien piperazyny przyjmuje konformacje
krzesetkowg, z podstawnikami: alifatycznym i aromatycznym, w pozycjach ekwatorialnych. Utozenie
takie pozwala na w petni rozciggnietg budowe czasteczki.

Duzy wplyw na aktywnosé/selektywnosé liganda moze mie¢ rodzaj i pozycja podstawnika
w pierscieniu aromatycznym fragmentu arylopiperazyny, ktéry determinuje wzajemng orientacje obu
pierscieni, co moze wplywa¢ na preferowane oddziatywanie z réznymi typami receptoréw
(selektywnosc). Szczegdlne znaczenie moze mie¢ podstawnik 2-metoksylowy w pierScieniu
aromatycznym, dla ktérego obserwowane jest zachowane ufozenie katowe obu pierscieni ukfadu
arylopiperazyny, w poréwnaniu z podstawnikiem 3-chloro- lub niepodstawionym pierscieniem
aromatycznym. W przypadku podstawnika 3-chloro- istnieje wiecej niz jedno energetycznie korzystne,
wzajemne utozenie obu pierscieni, podczas gdy niepodstawiony piersciehh aromatyczny gwarantuje
duzg zmiennos¢ rotacyjng. Biorgc pod uwage pierscien dipodstawiony 3,4-dichloro-, obecno$é dwaéch
podstawnikow zmienia wtasnosci T-elektronowe pierscienia fenylowego. ZdolnosS¢ przesuwania
chmury T-elektronowej w kierunku podstawnika wydaje sie by¢ zalezna od wzajemnego, katowego
utozenia pierscieni w uktadzie arylopiperazyny. Bardziej ptaska geometria, zwieksza elektroujemnos$c¢
podstawnika chlorowego w pozycji para, czynigc go atrakcyjnym akceptorem stabych wigzan
wodorowych. Katowe, wzajemne utozenie pierscieni arylopiperazyny, zmniejsza efekt elektro-
indukcyjny podstawnikéw, umozliwiajgc tatwiejsze tworzenie oddziatywan typu - w strukturze
krysztatu. Obserwacje strukturalne i wnioski z nich wynikajgce wymagajg potwierdzenia dla wiekszej
liczby struktur tego typu pochodnych.

Pierscien morfoliny w potozeniu 8 przyjmuje konformacje krzesetkowa, dla wszystkich
opisanych pochodnych z tym podstawnikiem. Ten heteroatomowy pierscien ma czesciowy charakter
polarny. W zwigzku z tym posiada on witasciwosci donorowo-akceptorowe w tworzeniu wigzania

wodorowego. W strukturze krystalicznej obserwowane sg stabe wigzania wodorowe z udziatem tego
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fragmentu, gtéwnie typu C-H...O. W przypadku pochodnej z podstawnikiem dipropyloaminowym
w potozeniu 8 (zwigzek 44) z krétszym, 3-weglowym tgcznikiem alifatycznym, fragment dipropylo-
aminowy wykazuje tendencje do tworzenia oddziatywan hydrofobowych, co uwidocznito sie
w strukturze krystalicznej w postaci warstwowej [001] architektury krysztatu, z wyraznymi obszarami
apolarnymi i polarnymi. Obserwowana mozliwos¢ powstawania oddziatywan hydrofobowych, moze
dodatkowo pozwoli¢ na stabilizacje czgsteczki liganda w apolarnych wnekach kieszeni wigzace;j
receptora. Proby krystalizacji homologéw zw. 44 z tgcznikiem butylenowym, jak réwniez innych

pochodnych LCAPs z uktadem 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, sg nadal prowadzone.
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2.2.8. Analiza sposobu wigzania ligandéw z grupy arylopiperazynyloalkilowych pochodnych
1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu do receptora serotoninowego 5-HT;, oraz dopaminowego

D,, przy uzyciu metod modelowania molekularnego

Przyjete cele biologiczne, receptor serotoninowy 5-HT;, i dopaminowy D, nalezg do grupy
receptorow metabotropowych, sprzezonych z biatkiem G (GPCR), ktérych struktura Ill-rzedowa
(przestrzenna) nie zostata dotgd opracowana eksperymentalnie. Z tego powodu, w analizie
odziatywan ligand-receptor zastosowano modele homologiczne biatek tych receptoréw. Modele
homologiczne powstajg w wyniku komputerowego natozenia sekwencji aminokwasowej badanych
biatek na strukture krystaliczng biatka homologicznego [69]. W przypadku analizowanych receptoréow
zastosowano jako matryce struktury receptora B,-adrenergicznego (w modelu receptora 5-HT,,) oraz
dopaminergicznego Dz (model receptora D,). Budowane modele optymalizowano przy uzyciu struktur
przestrzennych ligandéw o wysokim powinowactwie do badanych receptoréw. Efektem tego etapu
byto uzyskanie zestawow modeli homologicznych o zoptymalizowanych konformacjach taricuchéw
bocznych aminokwaséw miejsca wigzacego. R6znorodno$¢ modeli nasladuje swobode konformacyjng
biatka, jaka ma miejsce w $rodowisku naturalnym [70]. Oryginalne struktury byty dokowane do modeli
homologicznych i oceniane pod wzgledem przyjmowanej konformacji, jak i obecnosci charakte-
rystycznych oddziatywanh z aminokwasami miejsca wigzgcego. Powyzsze postepowanie miato na celu
ustalenie sposobu wigzania ligandéw o danym chemotypie, w receptorze bedgcym celem
biologicznym dla projektowanej serii zwigzkéw. Umozliwia to analize wymagan sterycznych
i elektronowych, jakie muszg spetnia¢ zwigzki chemiczne, by efektywnie wigza¢ sie w miejscu
aktywnym danego ukfadu biologicznego. Brane pod uwage sg zaréwno oddziatywania polarne
(jonowe, wodorowe), aromatyczne (typu -1, CH-11 oraz kation-1), jak i hydrofobowe (w kieszeniach
zbudowanych z aminokwasdéw o takim charakterze). Analiza tego typu umozliwia zdefiniowanie
fragmentéw struktury niezbednych dla aktywnosci biologicznej, grup funkcyjnych, ktérych modyfikacja
moze korzystnie na nig wptyngé oraz rejondéw, w ktérych niedopuszczalna jest rozbudowa czgsteczki.
Znajgc potozenie w przestrzeni i charakter chemiczny aminokwaséw miejsca wigzgcego, mozna
rozwija¢ struktury ligandéw, w celu zapewnienia komplementarnosci oddziatywan z receptorem, co
moze, z duzym prawdopodobienstwem, skutkowaé poprawg parametréw farmakodynamicznych
projektowanych czgsteczek.

Majac powyzsze na uwadze, dla wybranych ligandéw z badanych serii arylopiperazynylo-
alkilowych  pochodnych  1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, zaproponowano sposob  wigzania
w receptorach serotoninowych 5-HT 4 (prace H5, H7, H8) i dopaminowych D, (praca H8).

Analiza sposobu wigzania w miejscu wigzacym receptora 5-HT;, prowadzona w grupie
7-arylopiperazynyloalkilowych pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, dla wyselekcjonowanych
najaktywniejszych ligandow tego receptora tj. 7-{4-[4-(3-chlorofenylo)piperazyn-1-ylo]butylo}-1,3-
dimetylopuryno-2,6-dionu (9) (K; = 1 nM) oraz 7-{5-[4-(3-chlorofenylo)pentylo]-1,3-dimetylopuryno-2,6-
dionu (14) (K; = 5 nM) oraz ich analogu 3-chlorofenylopiperazynylopropylowego (6) o znacznie
nizszym powinowactwie (K; = 182 nM), pozwolita na scharakteryzowanie wystepujgcych oddziatywan

ligand-receptor (praca H5).
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Czasteczki analizowanych zwigzkdéw przyjmujg rozciggnietg strukture konformacyjng,
obejmujgca dwa gtéwne fragmenty farmakoforowe: arylopiperazyne oraz 1,3-dimetylopuryno-2,6-dion,
co powoduje oddziatywanie z oboma kieszeniami miejsca wigzgcego receptora 5-HTi4. Fragment
3-chlorofenylopiperazyny zajmuje glebiej zlokalizowang, bardziej zakonserwowang sekwencyjnie
kieszen, znajdujgca sie pomiedzy transmembranowymi helisami (ang. transmembrane helices; TMHS)
3-6. Fragment ten, poprzez protonowany w warunkach fizjologicznych atom azotu, oddziatuje
z kwasem asparaginowym (Asp3.32; wigzanie wodorowe wzmocnione tadunkiem), stanowigcym
gtébwny punkt zakotwiczenia ligandow w procesie wigzania do receptorow monoaminergicznych,
a takze z aminokwasami aromatycznymi helisy 6, szczegdlnie z fenyloalaning (Phe6.52). Natomiast
fragment 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu penetruje bardziej eksponowang do srodowiska zewnetrznego
i mniej zakonserwowang kieszen pomiedzy transmembranowymi helisami 1, 2 i 7, tworzac
w przypadku analizowanych, silnych ligandéw 9 i 14 bardzo korzystne wigzanie wodorowe
z asparaging (Asn7.39) (Ryc. 2, praca H5). Na podkreslenie zastuguje fakt, ze tego typu interakcji nie
obserwowano w przypadku analogu 6 z krétszym tgcznikiem (propylenowym). Ta obserwacja moze
ttumaczy¢ wyzsze powinowactwo do receptora 5-HT;, pochodnych z 4- i 5-weglowym tancuchem
alkilenowym, w poréwnaniu do ich analogdéw z tgcznikiem 3- weglowym. Badania przewidywania
sposobu wigzania przy uzyciu modelowania molekularnego, ligandéw receptora 5-HT., z grupy
7-arylopiperazynyloalkilowych pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, prowadzono takze dla
8-metoksy-1,3-dimetylo-7-{3-[4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-ylo]propylo}-puryno-2,6-dionu (112),
o wiasciwosciach liganda receptora 5-HT, (Tab. 1; praca H7). Dla poréwnania, do badahn wybrano
takze jego analog 31, zawierajgcy dihydro[1,3]oksazolo[2,3-f]purynodion jako frag-ment terminalny,
nieposiadajgcy powinowactwa do receptoréw serotoninowych, w tym do 5-HTi,, w ktéorym grupa
alkoksylowa oraz fancuch alifatyczny, zostaty wbudowane w pierscien oksazolu (praca H7).

W nastepstwie dokowania obu zwigzkéw, do zestawu modeli homologicznych receptora
5-HT 4, ktory nasladuje swobode konformacyjng tego biatka receptorowego, okreslono oddziatywanie
ligand-receptor, réznicujgce ich powinowactwo receptorowe. Fragment 2-metoksyfenylopiperazynowy,
wspélny dla struktury obu zwigzkéw, wykazuje istotne oddziatywanie z Asp3.32 (wigzanie wodorowe,
wzmochnione fadunkiem), jak réwniez z obszarem aromatycznym, szczegolnie z fenyloalaning Phe6.52
(oddziatywanie typu -1) i lizyng Lys111 (1r-kation) (Ryc. 3; praca H7). Fragment 8-metoksy-1,3-
dimetylopuryno-2,6-dionu nawigzuje dodatkowa, stabilizujgcg interakcje z tyrozyng (Tyr2.64;
oddziatywania typu 1-m) i glutaming (GIn2.65; wigzanie wodorowe). Te korzystne oddziatywania nie
wystepowaty w przypadku pochodnych dihydro[1,3]oksazolo[2,3-flpurynodionu. Ponadto, niekorzystna
konformacja czgsteczki, spowodowana dobudowaniem pierscienia oksazolu do rdzenia 1,3-dimetylo-
puryno-2,6-dionu, powodowata zawade przestrzenng w miejscu wigzgcym niektérych modeli homolo-
gicznych. Powyzsze réznice mogg odzwierciedlaé korzystny wplyw ukfadu 1,3-dimetylopuryno-2,6-
dionu na wigzanie sie z receptorem 5-HT;,, w poréwnaniu do uktadu dihydro[1,3]oksazolo[2,3-f]-
purynodionu, nie wykazujgcego (in vitro) powinowactwa do tych receptorow.

Analize sposobu wigzania do receptoréw 5-HTi4 i D, przy uzyciu modelowania kompute-
rowego, przeprowadzono takze dla reprezentanta 7-arylopiperazynyloalkilowych pochodnych 8-amino-

1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, opisanych w pracy H8.
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W tym celu wybrany zostat 7-{5-[4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-ylo]pentylo}-1,3-dimetylo-8-
(1-piperydylo)puryno-2,6-dion o wtasciwosciach silnego liganda receptoréw 5-HT 4 (K; = 8 nM) oraz D,
(K; = 3 nM), posiadajgcy takze wysokie powinowactwo do receptorow 5-HT,, i 5-HT; (34; praca H8).
W nastepstwie dokowania zwigzku 34 do modeli homologicznych receptora 5-HT;, stwierdzono, ze
czagsteczka przyjmuje spojny sposéb wigzania. Protonowany pierscien piperazyny jest donorem
wigzania wodorowego dla grupy karbonylowej kwasu asparaginowego (Asp3.32; wigzanie wodorowe
wzmochione fadunkiem), natomiast pierscien fenylowy oddzialuje z fenyloalaning Phe6.52
(oddziatywanie typu Tr-17) i lizyng Lys191 (oddziatywanie tr-kation). Analiza sposobu wigzania do
receptora 5-HT,, potwierdza szczegdlnie korzystng role podstawnika 2-metoksylowego w pierscieniu
fenylowym, poniewaz umozliwia utworzenie wigzania wodorowego z lizyng (Lis191) i nie koliduje
z innymi tancuchami aminokwaséw budujgcymi kieszeh wigzgcg. Fragment 1,3-dimetylopuryno-2,6-
dionu stabilizuje kompleks ligand-receptor w wyniku oddziatywan typu m-m z tyrozyng (Tyr2.64)
podczas gdy podstawnik piperydylowy w potozeniu 8 tego uktadu zajmuje niespecyficzng kieszen
ponizej drugiej, zewngtrzkomoérkowej petli (ECL 2). Podstawnik piperydylowy w potozeniu 8 nie
wptywa na powinowactwo do receptora 5-HT 1,4, ale moze odgrywac role w aktywnosci w stosunku do
innych podtypéw receptorow serotoninowych np. 5-HTg, co zostalo zaobserwowane w przypadku
zwigzkow tej serii. Zagadnienie to wymaga jednak dalszych, szczegoétowych analiz.

Rezultaty badan uzyskane za pomocg modelowania molekularnego, korespondujg z wynikami
badan rentgenowskich omoéwionymi w rozdziale 2.2.7. np. dotyczacymi krzesetkowej konformacii
pierécienia piperazyny, ktéra jest podstawiona ekwatorialnie, rozciggnietej konformaciji alifatycznego
tacznika oraz podstawionej ekwatorialnie konformacji krzesetkowej heterocyklicznego podstawnika
w pozycji 8 ukfadu 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu. Arylopiperazynyloalkilowe pochodne 8-amino-1,3-
dimetylopuryno-2,6-dionu wykazaty wysokie powinowactwo do receptorow D, (K; = 2-11 nM), co
zwigzane jest z obecnoscig w czgsteczce uprzywilejowanego ugrupowania arylopiperazynowego
(praca H8). W badaniach funkcjonalnych, szereg zwigzkéw tej serii wykazato cechy czesciowych
agonistow tych receptorow. Analiza zaleznosci pomiedzy strukturg a aktywnos$cig receptorowg
w klasie ligandéw receptoréw D, sugeruje, ze za ten profil aktywnosci wewnetrznej moze odpowiadac
terminalny ukfad cyklicznego amidu [71, 72]. W badaniach modelowania czgsteczkowego, dla
reprezentatywnego zwigzku 34 wykazano, ze fragment arylopiperazyny oddziatuje z receptorem D, wigzac
sie z kwasem asparaginowym (Asp3.32) oraz fenyloalaninami (Phe6.51/6.52), podobnie jak opisano
w przypadku wigzania z receptorem 5-HT,,, podczas gdy uktad 8-piperydylo-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu
zajmuje mniej zakonserwowang kieszen, tworzac interakcje aromatyczne z tyrozyng (Tyr7.35) oraz
wigzanie wodorowe z seryng (Ser7.36) (Ryc. 3, praca H8). Ten sposob wigzania do receptora D,,
przypomina oddziatywania w miejscu wigzacym arypiprazolu, ktory wykazuje, podobnie jak zwigzek 34,
czesciowy agonizm do receptora D,. Dokowanie zwigzku 34 i arypiprazolu, wykazato ich podobny sposéb
wigzania z receptorem D,. Zaréwno fragmenty arylopiperazyny, ktére przyjmujg tg sama pozycje w kieszeni
ortosterycznej, jak i fragmenty 8-piperydylo-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu (34) oraz 3,4-dihydroizochinolin-
2-onu (arypiprazol), oddziatujg w podobny sposéb, tworzac wigzanie wodorowe z grupg hydroksylowg
seryny (Ser7.36) i w tej czesci miejsca wigzacego zajmujg przestrzen umiarkowanie hydrofobowa,
pomiedzy helisami (THMs) 2 i 7 (Ryc. 3C, praca H8). Przypuszczalnie, takie oddziatywania powodujg

zmiany konformacyjne prowadzgce do aktywacji receptora D..
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2.2.9. Podsumowanie wynikéw badan stanowigcych podstawe habilitacji

Reasumujac, przeprowadzone multidyscyplinarne badania pozwolity zweryfikowaé zalozong
hipoteze badawczg, wskazujgcg na celowos¢ zastosowania farmakoforowego uktadu 1,3-dimetylo-
puryno-2,6-dionu, jako bioizosteru terminalnego fragmentu amidowego, w strukturze ligandow
badanych receptoréw monoaminergicznych 5-HT/D,.

Zaprojektowanie i synteza zréznicowanych strukturalnie, we fragmencie terminalnego amidu,
szeregu serii arylopiperazynyloalkilowych oraz tetrahydroizochinolinyloalkilowych pochodnych,
obejmujgca 169 zwigzkoéw, data mozliwosé oceny zaleznosci struktura-aktywnos$¢ oraz wyselekcjo-
nowanie licznych, silnych ligandéw receptoréw 5-HT;s, 5-HTa, 5-HT; i D, oraz wieloreceptorowych
ligandoéw 5-HT/D,.

Analiza zalezno$ci struktura-aktywnos¢ receptorowa w poszczegolnych grupach zwigzkow,
pozwolity sformutowac nastepujgce wnioski ogdline:

1) Wprowadzenie do struktury 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, potgczonego przez tacznik alkilenowy,
farmakoroforowego fragmentu arylopiperazyny w potozenie 7 lub 8 tego uktadu — w obu
przypadkach prowadzi do uzyskania ligandéw receptoréw monoaminergicznych 5-HT i /lub D..

2) Modyfikacje w obrebie uktadu 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, polegajgce na wprowadzeniu, obok
fragmentu arylopiperazynyloalkilowego, dodatkowych podstawnikéw o zrdéznicowanych
wlasciwosciach lipofilowych, sterycznych oraz donorowo-akceptorowych (w tworzeniu wigzania
wodorowego), wptywajg zaréwno na powinowactwo do badanych receptoréw 5-HT/D, jak i profil
funkcjonalny (agonizm/antagonizm).

3) W badanych seriach arylopiperazynyloalkilowych pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu,
uzyskano wielofunkcyjne ligandy o zr6znicowanym profilu funkcjonalnym (ago/antagonistycznym)
w stosunku do receptorow 5-HT, (petny agonista pre- i post-synaptyczny, czesciowy agonista
postsynaptyczny, agonista postsynaptyczny, antagonista postsynaptyczny), a takze o cechach
antagonistow receptorow 5-HT,, i antagonistow receptoréw 5-HT; oraz antagonistow badz
czesciowych agonistow receptoréw D,.

4) Na podstawie przeprowadzonych badah behawioralnych in vivo, dla 11 wyselekcjonowanych
ligandéw, stwierdzono ich wtasciwosci psychotropowe (przeciwlekowe i/lub przeciwdepresyjne
a takze przeciwpsychotyczne).

5) Zastgpienie aromatycznego ukfadu 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu w strukturze badanych
ligandéw, diheterocyklicznym uktadem 1,3-dimetylopuryno-2,6,8-trionu, zmniejszato powino-
wactwo do badanych receptoréow, zwitaszcza 5-HT., i 5-HT;, natomiast wprowadzenie jako
terminalnego fragmentu ftriheterocyklicznego uktadu dihydro[1,3]Joksazolo[2,3-flpurynodionu

spowodowato utrate aktywnosci receptorowe;.

Analiza sposobu wigzania, przy pomocy modelowania czasteczkowego, ligandéw o strukturze
dtugotancuchowych arylopiperazyn, zawierajgcych jako terminalny cykliczny amid uktad 1,3-dimetylo-
puryno-2,6-dionu, ttumaczy (na poziomie molekularnym) ich wysokie powinowactwo w badaniach
biologicznych; do analizowanych miejsc wigzgcych receptora serotoninowego 5-HT;, i dopami-

nowego D,. Potwierdza réwniez celowo$¢ zastosowania uktadu 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu jako
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bioizosteru terminalnego fragmentu amidowego, w strukturze ligandéw badanych receptoréw mono-
aminergicznych.

Uzyskane informacje mogg mie¢ znaczenie dla poszerzenia wiedzy w zakresie okreslenia
wptywu modyfikacji cyklicznego amidu na powinowactwo i aktywno$¢ wewnetrzng do receptorow
5-HT14 i Dy, ligandéw, ktére przez swoje oddziatywania np. steryczne, jonowe, hydrofobowe; moga
wywiera¢ agonizm/antagonizm receptorowy.

Obserwowane efekty psychotropowe: przeciwlekowe, przeciwdepresyjne oraz przeciw-
psychotyczne, obserwowane w badaniach behawioralnych u zwierzat, dla szeregu arylopiperazynylo-
alkilowych pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2.6-dionu, a takze korzystne efekty farmakokinetyczne —
Swiadczg o potencjale tej klasy wielofunkcyjnych ligandéw, jako kandydatéw na nowoczesne leki

wielocelowe, w terapii schorzen psychiatrycznych.
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3. Oméwienie pozostatych osiagnieé naukowo-badawczych oraz najblizszych

planéw naukowych

3.1. Osiagniecia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora

Od poczatku zatrudnienia w Katedrze Chemii Farmaceutycznej Wydziatu Farmaceutycznego
UJCM moje prace badawcze zwigzane byly z tematyka poszukiwania substancji aktywnych
biologicznie i dotyczyly syntezy chemicznej potagczen o potencjalnej aktywnosci, m.in. krgzeniowej
i przeciwdrgawkowe;j.

Pierwszym moim tematem badawczym byta synteza chemiczna zwigzkéw o spodziewanych
wiasciwosciach przeciwarytmicznych. Wprowadzajgc do uktadu 5,5-difenylohydantoiny (fenytoiny)
fragment 3-amino-1-propanolu, wystepujgcy w strukturze lekdw przeciwarytmicznych, uzyskano
zwigzki o aktywnosci antyarytmicznej silniejszej od macierzystej struktury [73] (publikacja D1).

Synteze potgczen o spodziewanym dziataniu na uktad krgzenia, prowadzitam takze w grupie
7,8-dipodstawionych pochodnych teofiliny (1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu) z chiralnymi lub achiralnymi
1,2-aminoalkoholami w potozeniu 8, czego wynikiem byto otrzymanie potgczen o aktywnosci
przeciwarytmicznej lub hipotensyjnej i rownocze$nie niskiej toksycznosci [74] (publikacja D2).
Przeprowadzone badania wykazaty, ze przez modyfikacje farmakoforowego ukfadu fenytoiny czy
teofiliny, polegajgcej na wprowadzeniu do ich struktur okreslonych podstawnikéw, charaktery-
stycznych dla zwigzkéw o wtasciwosciach kragzeniowych, mozna wptywaé na profil dziatania
farmakologicznego. Potgczen cechujgcych sie aktywnoscig krgzeniowa, poszukiwatam takze w grupie
aminoalkoholowych pochodnych 2-metyloksantonu. Wyniki badan farmakologicznych wykazaty ich
stabsze dziatanie przeciwarytmiczne od chinidyny, uzytej jako zwigzek referencyjny, ale jednoczesnie
nizsza toksycznos¢ [75] (publikacja D5).

Drugim nurtem moich prac badawczych byto poszukiwanie zwigzkéw o potencjalnej
aktywnos$ci farmakologicznej w grupie pochodnych kwaséw difenyloimidazolidyno-2,4-diono- oraz
difenyloimidazolidyno-4-ono- octowego i propionowego. Pozwolity one wyselekcjonowaé w badanej
grupie kwas 1-benzylo-5,5-difenylo-3-imidazolidyno-2,4-dionooctowy o wiasciwosciach przeciw-
drgawkowych, przeciwdepresyjnych i przeciwlekowych [76] (publikacja D3).

W zwigzku z rozwojem w kraju, w latach dziewiecdziesigtych, obszaru badan, jakim byto
poszukiwanie ligandoéw receptorow serotoninowych, zwlaszcza 5-HT, i 5-HT,s, zostatam wigczona
w tg tematyke badawczg. Szczegdlnie istotne znaczenie, dla wzbogacenia mojego doswiadczenia
w dziedzinie badan receptorowych, miat staz naukowy, ktéry odbytam w latach 1994-1995 w Zaktadzie
Chemii Lekéw Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie, pod kierunkiem Prof. dr hab. Jerzego L.
Mokrosza i opiekg dr Sijki Charakchievej-Minol. Prowadzone przeze mnie badania, oprécz syntezy
chemicznej ligandéw receptoréw serotoninowych, gtéwnie typu 5-HT, i 5-HT,,, dotyczyly takze badan
farmakologicznych i polegaty na okreslaniu powinowactwa i selektywnosci wobec receptoréw 5-HT 5
i 5-HT,a, zwigzkéw z réznych grup chemicznych, technikg radioizotopowg in vitro. Poznanie tej
tematyki badawczej, takze od strony warsztatu eksperymentalnego, dato mi lepsze zrozumienie

obszaru badan nad ligandami receptoréw monoaminergicznych.
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Pierwsze moje badania syntetyczne, zwigzane z poszukiwaniem ligandéw receptoréw seroto-
ninowych 5-HT4 i 5-HT,a, dotyczyty pochodnych 1l-arylopiperazyny, zawierajgcych jako terminalny
fragment heterocykliczny uktad pirymidopuryny lub 1,3-diazepinopuryny, oraz tgcznik tri- lub tetramety-
lenowy [77] (publikacja D4). W badanej grupie zwigzkéw, otrzymano silne ligandy receptoréw 5-HT 4
0 zréznicowanej selektywnosci wzgledem receptoréw 5-HT,,. Budowa anelowanego do uktadu puryny
pierécienia heterocyklicznego, miata wplyw na powinowactwo do receptoréw 5-HT;s. Pochodne
pirymidynopuryny z tgcznikiem 4-weglowym byty preferowane dla powinowactwa do tego typu
receptorow. W testach funkcjonalnych in vivo (syndrom behawioralny po podaniu 8-OH-DPAT
(2-di-n-propyloamino)tetraliny) u rezerpinowanych szczurdéw, test opadniecia dolnej wargi szczura,
indukowana 8-OH-DPAT hipotermia u myszy), selektywne ligandy wykazaty cechy postsynaptycznych
antagonistow lub czesciowych, postsynaptycznych agonistow receptoréw 5-HT 14 [77] (publikacja D4).

Réwniez na tym etapie pracy naukowej, moje badania skupity sie wokét 1,3-dimetylopuryno-
2,6-dionu (teofiliny), wykazujgcej, wsréd pokrewnych metyloksantyn, najwyzszg aktywnosé
farmakologiczng. Pochodne tego uktadu sg przedmiotem moich zainteresowan badawczych do chwili
obecnej. Majgc na uwadze wielokierunkowy mechanizm dziatania farmakologicznego tecfiliny, a takze
liczne przyklady wskazujgce na mozliwosé uzyskania, w wyniku modyfikacji jej struktury, gtéwnie
przez wprowadzenie réznego rodzaju podstawnikow w potozenie 7 lub 7,8, zwigzkéw
0 ukierunkowanym dziataniu krgzeniowym, bronchospazmolitycznym i przeciwhistaminowym —
podjetam synteze jej nowych pochodnych. W projektowaniu tych zwigzkéw bratam pod uwage wyniki
wczesniejszych  badan  chemiczno-farmakologicznych  prowadzonych w Katedrze Chemii
Farmaceutycznej UJCM w grupie 7-(2-hydroksy-3-piperazynylo)propylowych oraz 7-dihydroksy-
propylo-8-aminowych pochodnych teofiliny, w wyniku ktérych uzyskano szereg aktywnych krazeniowo
potgczen [78, 79]. Otrzymane 7-fenoksypiperazynylopropylowe pochodne 1,3-dimetylopuryno-2,6-
dionu oraz 8-pirydylometyloaminowe pochodne, ze zréznicowanymi podstawnikami aminowymi we
fragmencie 3-amino-2-propanolu w potozeniu 7 tego ukfadu byty badane w kierunku ich aktywnosci
przeciwarytmicznej i hipotensyjnej in vivo, oraz dziatania stabilizujgcego mastocyty in vitro. Pozwolito
to na wyselekcjonowanie dichlorowodorku 7-[2-hydroksy-3-(4-fenoksyetylopiperazynylo)propylo]-1,3-
dimetylopuryno-2,6-dionu  (CH-1) o aktywnosci hipotensyjnej oraz przeciwarytmicznej.
Dla przedstawionych serii zwigzkéw, wykonatam badania receptorowe, okre$lajgc powinowactwo
i selektywnos¢ do osrodkowych receptorow 5-HT;, i 5-HT,s. Badania te, wykonane podczas
odbywanego stazu w Instytucie Farmakologii, wzbogacity mojg prace doktorskg. Przedstawione
powyzej badania syntetyczne oraz badania receptorowe, staly sie przedmiotem mojej pracy
doktorskiej zatytutowanej ,Synteza oraz wtasciwosci farmakologiczne piperazynowych i pirydylowych
pochodnych teofiliny”, ktérej promotorem byt Prof. dr hab. Alfred Zejc. Prace tg obronitam w marcu
1996 roku, uzyskujgc stopien doktora nauk farmaceutycznych.

Nawigzang wspotprace naukowg z Zaktadem Chemii Lekdw Instytutu Farmakologii PAN w
Krakowie, kierowanym wowczas przez Prof. dr hab. Jerzego L. Mokrosza. oraz Zaktadem Badan Nowych
Lekow IF PAN, kierowanym przez Prof. dr hab. Ewe Chojnackg-Wojcik, kontynuowatam po uzyskaniu
stopnia doktora.

Bytam takze wykonawca grantu finansowanego przez KBN/MNiSW i wykonawcyg projektu

naukowego subsydiowanego przez UJCM.
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3.2. Osiggniecia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych, moja aktywnos$¢ naukowa zwigzana
byla calosciowo z projektowaniem i syntezg nowych 7-podstawionych lub 7,8-dipodstawionych

pochodnych1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu (teofiliny) o zréznicowanej aktywnosci biologiczne;.

Badania te prowadzitam w trzech gtéwnych grupach tematycznych:

1. Poszukiwania nowych potgczen o potencjalnej aktywnosci krgzeniowej (przeciwarytmicznej i/lub
hipotensyjnej) w grupie 7,8-dipodstawionych pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu.

2. Badania chemiczno-farmakologiczne w grupie 8-alkoksylowych pochodnych 1,3-dimetylopuryno-
2,6-dionu, ze zréznicowanymi podstawnikami (o charakterze kwasu, estru, amidu oraz hydrazydu)
w potozeniu 7, o przewidywanym dziataniu przeciwbélowym i przeciwzapalnym.

3. Poszukiwania ligandow receptorow 5-HT4 i 5-HT,4 W grupie 8-arylopiperazynyloalkiloaminowych

pochodnych 7-podstawionego 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu.

Ad1.

Wyniki badan farmakologicznych dla zsyntetyzowanych w Katedrze Chemii Farmaceutycznej
UJCM pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, wskazujgce na mozliwo$¢ znalezienia wsrdd
7,8-dipodstawionych tego uktadu zwigzkéw o ukierunkowanej aktywnosci krazeniowej [78, 79]
skfaniaty do podjecia dalszych badan w tej grupie potgczen. W wyniku przemian 7-(2-hydroksy-3-
chloro)propylo-8-bromo-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu otrzymatam serie pochodnych z ugrupowaniem
fenoksyetylopiperazynylohydroksypropylowym w potozeniu 7 i podstawnikiem o charakterze réznie
podstawionej aryloalkiloaminy lub aminoalkiloaminy (lub I-rzedowej aminy) w potozeniu 8. Potgczenia
te, w postaci chlorowodorkéw, badano w kierunku ich wptywu na przeptyw wiehcowy, EKG, aktywnosé
przeciwarytmiczng i hipotensyjng; oznaczono réwniez powinowactwo do receptoréow a;- i a,-adre-
nergicznych [42] (publikacja D9). Chcac zoptymalizowa¢ rodzaj podstawnika w potozeniu 8,
zaprojektowang serie 7,8-dipodstawionych testowano w odniesieniu do analogu 8-niepodstawionego,

zawierajgcego identyczny podstawnik w potozeniu 7.

7-Monopodstawiona (2) oraz jej analog z podstawnikiem morfolinyloetyloaminowym
w potozeniu 8 (15), wykazaty bardzo silne profilaktyczne dziatanie antyarytmiczne w eksperymentalnej
arytmii u zwierzat (EDsy = 3,5 oraz 3,6 mg/kg), natomiast pochodne 8-benzyloaminowa (11) oraz
8-pirydyloetyloaminowa (12), dziataty hipotensyjnie (Rycina 15). Badane zwigzki nie wykazaty

znaczgcego powinowactwa do receptorow adrenergicznych [42] (publikacja D9).
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Rycina 15. Wzory strukturalne pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu o aktywnosci krgzeniowej
[42] (publikacja D9)

Kontynuacje moich zainteresowan badawczych, zwigzanych z poszukiwaniem zwigzkow
0 potencjalnym dziataniu krgzeniowym, stanowity badania nad zaleznoscig pomiedzy strukturg
a aktywnoscig krgzeniowg w grupie 7,8-dipodstawionych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, w ktérych
fragment fenoksyetylowy podstawnika w potozeniu 7 zostat zastgpiony pierscieniem fenylowym,
ugrupowaniem benzylowym lub hydroksyetylowym. Inng modyfikacje stanowity pochodne, w ktérych
fenoksyetylopiperazyna zostata zastgpiona alifatycznym ugrupowaniem 2-dietyloaminoetyloaminowym
wystepujgcym m.in. w strukturze prokainamidu, znanego leku przeciwarytmicznego [43] (publikacja
D10). Analogicznie jak w zwigzkach opisanych w publikacji D9 [42] podstawnik w potozeniu 8
stanowity rdéznie podstawione ugrupowania aryloalkiloaminowe lub aminoalkiloaminowe. Dla
przedstawionej serii zwigzkéw, okreslono wptyw na EKG, wtasciwosci przeciwarytmiczne (w arytmii
adrenalinowej i barowej), hipotensyjne, oraz powinowactwo do receptorow ai- i a,-adrenergicznych.
Profilaktyczng aktywno$¢ przeciwarytmiczng w arytmii adrenalinowej wykazaty pochodne 9-11
z podstawnikiem 7-[2-hydroksy-3-(4-fenylopiperazynylo)propylowym (Rycina 16). Aktywnosc¢ ta byta
najsilniej zaznaczona w przypadku analogu z podstawnikiem morfolinyloetyloaminowym w potozeniu 8
(EDso = 3,9 mg/kg; TI = 59,8), co moze wskazywaé, ze ten podstawnik jest preferowany dla
aktywnosci przeciwarytmicznej. Analog z podstawnikiem 8-(2-dietyloamino)etyloaminowym (11)
wykazywat rowniez efekt hipotensyjny. Aktywne przeciwarytmiczne zwigzki 9-11 wykazaty
umiarkowane lub stabe powinowactwo do receptoréow a; (K; = 0,143-0,383 yM) oraz a,-adrener-
gicznych (K; = 0,38-2,7 uM) [43] (publikacja D10).
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Rycina 16. Wzory strukturalne pochodnych 1,3-dimetylo-puryno-2,6-dionu o aktywnosci
krazeniowej [43] (publikacja D10)

49



Przeprowadzone badania wykazaty, ze modyfikacja ukfadu 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu,
przez wprowadzenie okreslonych podstawnikédw w pofozenia 7 i 8, moze prowadzi¢ do zwigzkow
o bardziej ukierunkowanym dziataniu i korzystnych parametrach, wplywajgcych na funkcje uktadu

Sercowo-naczyniowego.

Ad 2.

Drugim obszarem moich zainteresowah badawczych, po uzyskaniu stopnia doktora, byto
poszukiwanie w grupie 7,8-dipodstawionych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, zwigzkéw o aktywnosci
przeciwbodlowej i/lub przeciwzapalnej, zblizonej do niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (NLPZ).
Przestankg dla tego typu badan chemiczno-farmakologicznych, byly wczesniejsze doniesienia
literaturowe, wskazujgce na aktywnos¢ przeciwbolowg 4-arylopiperazynyloalkilowych pochodnych
réznych uktadéw heterocyklicznych np. benzoksazolinonu [80], oksazolopirydynonu [81, 82], pirolo-
3,4-dikarboksamidu [83] oraz izotiazolopirydyny [84]. Takze 7-(4-arylopiperazynylo)alkilowe pochodne
1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu wykazaty w testach in vivo, silne dziatanie przeciwbdlowe, przeciw-
goraczkowe i przeciwzapalne [85]. Powyzsze dane literaturowe a takze struktura lekéw z grupy NLPZ,
ktére sg pochodnymi réznych uktadéw heterocyklicznych i aromatycznych, majgcych w swej budowie
wolng grupe karboksylowag/enolowg lub ugrupowania o charakterze prekursoréow grupy karboksylowej
(estry, amidy), stanowity punkt wyjscia do zaprojektowania struktury nowych zwigzkow.

Zwigzki te majg strukture estrow i amidéw (benzyloamidéw i 4-fenylopiperazynoamidow)
kwaséw 1,3-dimetylopuryno-2,6-dion-7-ylo- octowego i mastowego. W wyniku przemian estrow
etylowych kwaséw 8-bromo-1,3-dimetylopuryno-2,6-dion-7-ylo- octowego i mastowego, opisang
przeze mnie w pracy H1 metodg, uzyskano odpowiednie 8-metoksylowe pochodne, a w wyniku
dalszych przemian chemicznych, kolejne zwigzki badanej serii. Aktywnos$¢ przeciwbdlowg okreslono
in vivo w dwdch testach: ,przeciggania sie” i formalinowym, u myszy. W celu zbadania wptywu
podstawnika metoksylowego w potozeniu 8, serie testowano w odniesieniu do pochodnej 8-okso-
puryno-2,6-dionu z dodatkowg funkcjg kwasowg w formie tautomerycznego ugrupowania keto-
enolowego, a takze pochodnych 8-metoksylowych z wolng grupg karboksylowg [86] (publikacja D13).
W tym samym celu zresyntetyzowano takze 8-alkoksylowe (metoksylowe, etoksylowe, propoksylowe)
analogi 7-metylo-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu o réznej dtugosci tancucha alkilowego.

Najwyzszg aktywnos¢ przeciwbdlowa, silniejszg niz kwas acetylosalicylowy (ASA), uzyty jako
zwigzek referencyjny (do 23 razy w tescie ,przeciggania sie” i do 36 razy w tescie formalinowym),
miaty pochodne amidowe 10 — 14 (Rycina 17) [86] (publikacja D13)
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Rycina 17. Wzory strukturalne pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu o aktywnosci
przeciwbolowej i przeciwzapalnej [86, 87] (publikacje D13, D22)
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Badane zwigzki byty aktywne w Il fazie testu formalinowego i tym samym wykazaty dziatanie
przeciwzapalne, charakterystyczne dla niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych. Podjeto prébe
wyjasnienia mechanizmu ich dziatania przeciwbolowego i przeciwzapalnego, badajagc wpltyw na
aktywnos¢ fosfodiesterazy in vitro, przez oznaczenie hamowania rozktadu cAMP w homogenacie
watroby szczura (Lonce cAMP test). Niektére z aktywnych przeciwbdlowo zwigzkéw, silniej niz
teofilina, stosowana jako zwigzek odniesienia, hamowaly aktywnos¢ fosfodiesterazy, co moze
sugerowac, ze ten mechanizm moze byé brany pod uwage w wyjasnieniu mechanizmu ich dziatania
przeciwbdélowego [86] (publikacja D13). W toku kolejnych badan farmakologicznych, opisanych
w publikacji [87] (publikacja D22), dla aktywnych zwigzkéw powyzszej serii, zbadano ich dziatanie
przeciwzapalne w testach in vivo (karageninowy, zapalenie otrzewnej wywotane zymozanem), a takze
okreslono hamujgcy wptyw na poziom TNF-a u szczura z endotoksemig [87; D22]. Przeprowadzone
badania potwierdzity silne dziatanie przeciwzapalne zwigzkéw z ugrupowaniem benzyloamidowym
oraz A4-fenylopiperazynoamidowym. Wykazaty réwniez, ze badane 8-alkoksylowe pochodne
1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu mogg stanowi¢ nowg klase zwigzkéw o dziataniu przeciwbdlowym
i przeciwzapalnym [86, 87] (publikacje D13, D22).

Potgczen o aktywnosci przeciwbolowej i przeciwzapalnej poszukiwatam takze w grupie
kwasoéw 1,3-dimetylo-2,6-dioksopuryn-7-ylo-octowego oraz 2-propionowego, takze ich pochodnych
0 charakterze estrow etylowych lub benzyloamidéw (A; Rycina 18) [46] (publikacja D11). Zwigzki te,
pod wzgledem strukturalnym, stanowity 8-niepodstawione analogi opisanej w publikacji D13 serii
8-alkoksylowych pochodnych. Aktywnosé przeciwbdlowg i przeciwzapalng oceniono w kilku testach
in vivo (,przeciggania sie” u myszy, formalinowym, karageninowym oraz zapalenia otrzewnej
wywotanym zymozanem). Badane zwigzki wykazaty wyrazne dziatanie przeciwzapalne, silniejsze od
ketoprofenu, uzytego jako zwigzek referencyjny (test karageninowy). Najwyzszg aktywnos¢ wykazat
kwas 1,3-dimetylo-2,6-dioksopuryn-7-ylo-octowy, ktéry dziatat silniej od ASA w tescie ,przeciggania
sie” u myszy. Zwigzek ten najsilniej hamowat aktywnos¢ fosfodiesteraz (PDE) i byt silniejszym od
rolipramu, inhibitorem PDE4B [46] (publikacja D11).

Interesujgce wyniki przeprowadzonych badan chemiczno-farmakologicznych, wskazujgce na
wysokg aktywnos$¢ przeciwbdlowg amidowych pochodnych kwaséw 1,3-dimetylopuryno-2,6-diokso-7-
alkilowych, uzasadniaty kontynuacje poszukiwahn w tej grupie zwigzkoéw. Zaprojektowatam serie
8-alkoksy-1,3-dimetylo-2,6-dioksopuryn-7-ylo podstawionych aceto- i butyrylohydrazydéow [88]
(publikacja D16). Przestankg dla podjecia tych badan byty takze doniesienia literaturowe, wskazujgce
na aktywnosé przeciwbdlowg i przeciwzapalng hydrazydowych pochodnych réznych uktadéw
aromatycznych i heterocyklicznych. W poréwnaniu do opisanych w publikacjach [86, 87] (publikacje
D13, D22) pochodnych, fragment amidowy zastgpiono hydrazydowym lub N-arylidenohydrazydowym
(N-benzylidenohydrazydowym lub N-fenetyloetylidenohydrazydowym). Réznica dotyczyta takze
podstawnika w potozeniu 8. W przypadku pochodnych tej serii, ugrupowanie metoksylowe zastgpiono
bardziej lipofilowym ugrupowaniem etoksylowym i propoksylowym. Analogicznie jak w poprzednich
seriach zwigzkéw, aktywnosé przeciwbdlowg testowano in vivo w testach ,przeciggania sig”
i formalinowym u myszy. Zastgpienie fragmentu amidowego ugrupowaniem hydrazydowym,

zachowato aktywnos$¢ przeciwbdlowg w przypadku zwigzkéw 9-12 z podstawionym ugrupowaniem
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N-arylidenohydrazydowym (B; Rycina 18). Ws$rdd tego typu zwigzkdéw, otrzymano pochodne
o silniejszej od ASA aktywnosci przeciwbodlowej. Brak efektéw w tescie gorgcej plytki, potwierdzito ich
obwodowy mechanizm dziatania przeciwbélowego. Dla reprezentantdéw tej serii okreslono wpltyw na
poziom TNF-a u szczura z endotoksemig. Wyniki potwierdzity ich aktywnosé w tym tescie, zblizong do
teofiliny [88] (publikacja D21).

Fragment poszukiwan zwigzkéw o aktywnosci przeciwbolowej stanowig takze pochodne
kwasow 3,7-dimetylo-2,6-dioksopuryn-1-ylo-octowego i mastowego o charakterze estrow, benzylo-
amidéw, niepodstawionych Ilub podstawionych ugrupowaniami arylidenowymi hydrazydow [47]
(publikacja D12). Wiekszos$¢ zwigzkow wykazata silniejszg od ASA aktywnosc¢ przeciwbdélowg w tescie
,przeciggania sie” u myszy. Dla najbardziej aktywnych zwigzkéw (C; Rycina 18) EDs, miescita sie
w granicach 2,3-8,7 mg/kg (EDs dla ASA wynosita 39,1 mg/kg). Przeprowadzone badania pozwolity
wykazac istotng role ugrupowania N-arylidenohydrazydowego dla aktywnosci przeciwbolowej,
w poréwnaniu do pochodnych z ugrupowaniem estrowym, benzyloamidowym, niepodstawionym

fragmentem hydrazydowym lub wolng grupg karboksylowg [47] (publikacja D12).
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Rycina 18. Wzory strukturalne pochodnych 1,3-dimetylo- oraz 3,7-dimetylo-puryno-2,6-dionu
o aktywnosci przeciwbdlowej: A [46; D11], B [88; D16], C [47; D12]

Ad 3.

Kolejnym tematem moich badan byty prace, prowadzone w ramach grantéw finansowanych
przez KBN/MNiSW w latach 1994-1997 oraz 2000-2002, dotyczace poszukiwania nowych ligandow
receptorow serotoninowych w grupie 8-arylopiperazynyloalkiloaminowych pochodnych 1,3-dimetylo-
puryno-2,6-dionu z podstawnikiem o zréznicowanej lipofilowosci w potozeniu 7. Podstawnik ten
stanowity ugrupowania alkilowe o roznej dtugosci tancucha alifatycznego Ilub podstawniki
o charakterze estréow kwaséw alifatycznych [39] (publikacja D6). Zwigzki te mozna traktowaé jako
otwarte analogi ligandow receptorow 5-HT;5 w grupie arylopiperazynylowych pochodnych

1,3-diazepinopuryny [77] (publikacja D4).
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Obecnosé¢ w strukturach badanych potgczen cyklicznego amidu, potgczonego poprzez tgcznik
alkilenowy z fragmentem l-arylopiperazyny, obecnym m.in. w strukturze buspironu czy ipsapironu —
silnych ligandéw receptorow 5-HT;4, 0 wilasciwosciach przeciwlekowych i przeciwdepresyjnych,
stanowita podstawe do badania tego typu pochodnych w kierunku ich powinowactwa do receptoréw
5-HT14 i 5-HT,a. Wykazano roéwniez, ze uktad cyklicznego amidu/imidu w ligandach 5-HTy,,
wzorowanych na strukturze buspironu, bierze udziat w stabilizacji kompleksu ligand-receptor, zaréwno
poprzez oddziatywania 1-elektronowe jak i typu dipol-dipol.

W przeprowadzonych badaniach radioizotopowych in vitro wykazano, ze pochodne te
charakteryzujg sie umiarkowanym lub niskim powinowactwem do receptorow 5-HT;4 (K; w granicach
100-457 nM) jak i 5-HT,s (K; w granicach 179-1010 nM). Najwyzsze powinowactwo do receptoréw
5-HT;, wykazat zwigzek z lipofilowym podstawnikiem n-butylowym [39] (publikacja D6).

Majac to na uwadze, w dalszych badaniach postanowiono modyfikowa¢ podstawnik w poto-
zeniu 7 przez wprowadzenie prostych lub rozgatezionych podstawnikéw aryloalkilowych o réznej
dtugosci fancucha alkilowego [40] (publikacja D7). Ponadto, modyfikowano fragment arylopiperazyny
przez wprowadzenie podstawnikéw 2-metoksy- lub 3-chloro- do pierscienia fenylowego. W grupie tej
uzyskano silne ligandy receptorow 5-HT;a (Ki = 8-50 nM) o réwnoczesnie umiarkowanym
powinowactwie do receptorow 5-HT,, (K; = 115-449 nM), ktére w badaniach funkcjonalnych in vivo
wykazaty profil antagonistéw postsynaptycznych receptoréw 5-HT,,. Badania te wskazywaty rowniez
na korzystny wplyw podstawnikéow o zwiekszonej aromatycznosci i lipofilowosci, na powinowactwo do
receptoréw 5-HT 4 [40] (publikacja D7).

Omoéwione powyzej zwiazki, jako jedne z wielu arylopiperazynyloalkilowych pochodnych
réznych ukfadow heterocyklicznych, zostaty uzyte do opracowania chromatograficznego modelu,
z zastosowaniem faz stacjonarnych impregnowanych syntetycznymi peptydami, stuzgcego do
wstepnej oceny powinowactwa do receptora 5-HT;, [41] (publikacja D8). Badania te oparto na
zatozeniu, ze ten sam rodzaj podstawowych oddziatywan miedzyczgsteczkowych (jonowych, hydro-
fobowych, wigzan wodorowych) warunkuje zachowanie substancji chemicznej, zarébwno w uktadzie
biologicznym jak i chromatograficznym [89]. Uzyskane wyniki badan pozwolity wysungé hipoteze, ze
opracowany model TLC z fazami impregnowanymi syntetycznym peptydem ADVL, moze stanowic

narzedzie do wstepnej selekcji potencjalnych ligandéw receptoréw 5-HT ;4 [41] (publikacja D8).

Jednym z ostatnich moich tematéw badawczych, zwigzanych z projektowaniem i syntezg
nowych ligandéw receptorow monoaminergicznych (serotoninowych i dopaminowych), byly badania
w grupie N-4-arylopiperazynyloalkilbamidowych pochodnych kwaséw 1,3-dimetylo-2,6-dioksopuryn-7-
ylo-octowego oraz 3,7-dimetylo-2,6-dioksopuryn-1-ylo-octowego, jako potencjalnych ligandéw
receptorow serotoninowych 5-HTg, 5-HT; oraz dopaminowych D, [90] (publikacja D19). Badania te
oparto na zalozeniu, ze zwigzki wykazujgce mieszany profil; 5-HT4/5-HT-/D, receptorowy, moga
znalez¢ zastosowanie w leczeniu choréb psychicznych (schizofrenii, depresji), oraz wykazywaé
réownoczesnie korzystne efekty prokognitywne. Analiza zaleznosci struktura-powinowactwo
receptorowe, dotyczyta dtugosci fancucha alkilowego pomiedzy zasadowym atomem azotu piperazyny

a atomem azotu ugrupowania amidowego, oraz rodzaju fragmentu aminowego, ktéry podobnie jak
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w arypiprazolu czy zyprazydonie, stanowita 2,3-dichlorofenylopiperazyna Ilub benzoizotiazolo-
piperazyna. W badanej grupie uzyskano mieszane ligandy receptoréw 5-HT¢/D, (K; = 14-22 nM) oraz
ligandy D, receptorowe. Dla aktywnosci 5-HTg/D, istotny byt 3-weglowy tgcznik alkilenowy oraz
podstawnik 2,3-dichlorofenylopiperazynowy, natomiast rodzaj terminalnego fragmentu 1,3-dimetylo-
lub 3,7-dimetylopuryno-2,6-dionu, nie byt tak jednoznacznie okreslony [90] (publikacja D14).

Réwnolegle do prowadzonych prac badawczych w latach 2008-2013 bytam wykonawcg
zadania syntetycznego w projekcie wspétfinansowanym przez firme farmaceutyczng Adamed i NCBIR,
ktérego celem byto ,Opracowanie innowacyjnego leku stosowanego w terapii schorzen osrodkowego
uktadu nerwowego (OUN) — schizofrenii, depresiji, leku”. Udzial w tym projekcie wzbogacit moje
doswiadczenie w zakresie wiedzy syntetycznej oraz farmakologii OUN. Szczegdlng role w tym
wzgledzie odegrata wspotpraca naukowa z Zaktadem Farmacji Klinicznej UJCM, kierowanym przez
Prof. dr hab. Anne Wesotowska, ktérg kontynuowatam w projektach badawczych bedgcych
przedmiotem osiggnie¢ stanowigcych podstawe habilitacji [publikacje H2, H4, H5, H7 i H8].

3.3. Najblizsze plany naukowe

Aktualnie, moje plany naukowe zwigzane sg przede wszystkim z realizacjg dwoch grantéw
naukowych finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki.

Pierwszy, znajdujgcy sie w trakcie realizacji projekt, w ktérym uczestnicze jako wykonawca,
dotyczy poszukiwan nowych zwigzkéw o potencjalnej aktywnosci psychotropowej w grupie mono-, di-
i tri-heterocyklicznych pochodnych azolowych, jako kombinowanych ligandéw receptorowych
i inhibitoréw fosfodiesteraz. Postawiona hipoteza badawcza dotyczy mozliwosci otrzymania w grupie
zwigzkdw, ktorych struktura czgsteczki stanowi hybryde dwdch uktadéw farmakoforowych — ligandéw
o wielocelowym dziataniu psychotropowym, tgczgcym receptory 5-HT;n i 5-HT; (zaangazowane
w dziatanie lekéw antydepresyjnych i atypowych neuroleptykéw) z hamowaniem izoenzymdw
fosfodiesterazy 4 i 10 (PDE4, PDE10). Ze wzgledu na wystepowanie PDE4 i PDE10 w rejonach
mozgu kojarzonych z miejscem dziatania lekéw psychotropowych, postuluje sie, ze ich inhibitory mogag
mie¢ znaczenie terapeutyczne w leczeniu schorzen psychicznych. Jedng z zaplanowanych serii
zwigzkéw, sg syntetyzowane przeze mnie 8-alkoksylowe pochodne 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu
z fragmentem arylopiperazynyloalkilowym lub bicykloaminoalkilowym w potozeniu 7. Przedmiotem
szerokich badah chemiczno-farmakologicznych jest okreslenie zaleznosci pomiedzy strukturg bada-
nych zwigzkéw a zaobserwowanym profilem aktywnosci farmakologicznej (powinowactwo recepto-
rowe, aktywnos¢ wobec enzymow, aktywnos¢ w zwierzecych modelach schizofrenii, depresiji i leku).

W ciggu najblizszych lat, bede réwniez zaangazowana, jako gtéwny wykonawca, w projekt pt.
,Nowe dualne inhibitory PDE4 i PDE7 w grupie pochodnych puryny i deazapuryny — perspektywa dla
terapii chorob o podtozu autoimmunologicznym”. W ramach projektu planowane jest zweryfikowanie
hipotezy dotyczgcej mozliwosci opracowania nowych inhibitorow fosfodiesterazy 4 i 7 (PDE4/7),
zawierajgcych w swej strukturze uktad puryny i deazapuryny, ktére bedg posiadaé zdolnosé

hamowania produkcji TNF-a i wykazywa¢ skuteczno$¢ w eksperymentalnych modelach choréb
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zapalnych i autoimmunologicznych. Leczenie tych choréb, do ktérych zalicza sie m.in. stwardnienie
rozsiane, tuszczyce, reumatoidalne zapalenie stawéw, jest obecnie gtdéwnie objawowe. Z uwagi na
brak skutecznej terapii tych schorzen, selektywne inhibitory specyficznych dla cAMP fosfodiesteraz
4 i 7, zwiekszajgce poziom tego nukleotydu w komodrkach immunologicznych, stanowig obiecujaca
opcje terapeutyczna.

Do tej pory, istnieje niewiele danych na temat dualnych inhibitorow PDE4/7, zwlaszcza
w grupie analogéw puryn. Stad préba opracowania tego typu zwigzkéw, w oparciu o struktury puryny
i deazapuryny, jest podejsciem innowacyjnym z punktu widzenia chemii medycznej. Co wiecej, brak
jest danych eksperymentalnych na temat wiasciwosci farmakologicznych takich zwigzkéw w testach
in vivo. Jak wynika z danych literaturowych, zaréwno inhibitory PDE4 jak i PDE7 charakteryzujg sie
zazwyczaj stabg rozpuszczalnoscig, stad takze dane na temat ich wlasciwosci farmakokinetycznych
sg ograniczone. Natomiast informacje te sg istotne z punktu widzenia wyboru dawki do badan
farmakologicznych, pozwalajgcej uzyska¢ odpowiednie stezenia tych zwigzkéw w miejscu dziatania.
Zarowno selektywne inhibitory PDE7 jak i dualne PDE4/7 stanowig nowg grupe zwigzkow biologicznie
aktywnych, wymagajgca gtebszego poznania pod wzgledem istotnych elementéw farmakoforowych
oraz mechanizmow ich oddziatywania z celem molekularnym, jak rowniez pod katem ich wiasciwosci
farmakokinetycznych.

Zwigzki bedg badane in vitro w kierunku hamowania produkcji TNF-a w stymulowanej LPS
krwi szczurzej, oraz pod katem hamowania fosfodiesterazy 4 i 7, takze innych, zaleznych od cAMP
izoenzyméw PDE (PDE3, PDE10), celem oceny selektywnosci. Najaktywniejsze pochodne beda
badane w testach in vivo, w modelach dwéch choréb z autoagresiji, takich jak: zapalenie mdzgu
i rdzenia kregowego, odpowiadajgce ludzkiemu stwardnieniu rozsianemu, oraz indukowane
kolagenem zapalenie stawoéw u szczura, jako model reumatoidalnego zapalenia stawéw u ludzi.
Prowadzone bedg takze badania toksykologiczne. Ponadto, ocenie zostanie poddana farmako-
kinetyka tych zwigzkéw po podaniu doustnym i dootrzewnowym. Badania te bedg wykonywane przy
wspétpracy z Zaktadem Farmakokinetyki i Farmacji Fizycznej UJCM kierowanym przez Prof. UJ dr
hab. Elzbiete Wyske. Projekt jest multidyscyplinarny i w pierwszym etapie obejmuje zaprojektowanie
i synteze szeregu serii zwigzkow, z ktérych znaczng czesé stanowig pochodne puryno-2,6-dionu lub
puryno-2,6,8-trionu, ze zréznicowanymi podstawnikami w pozycji 7 i 8. Zaplanowane, oraz bedace
wynikiem optymalizacji, modyfikacje strukturalne, dostarcza nowej wiedzy na temat roli uktadu
imidazopirydyny oraz rodzaju podstawnikéw (np. o wlasciwosciach hydrofobowych, sterycznych, czy
charakterze donoréw/ akceptoréw wigzan wodorowych) w oddziatywaniach z miejscem wigzgcym
PDE4/7.

Kierunkiem badan, ktéry réwniez planuje kontynuowa¢ w ciggu najblizszych lat, jest
poszukiwanie zwigzkéw o potencjalnym zastosowaniu w terapii bélu, w tym neuropatycznego.
Przestankg dla zaprojektowanych, nowych zwigzkéw, byty prowadzone przeze mnie wczesniejsze
badania kilku serii 7,8-dipodstawionych pochodnych 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, wskazujgce na
mozliwos¢ znalezienia w tej grupie szeregu aktywnych przeciwbdlowo potgczen [46, 47, 86, 87, 88,
91) (publikacje D11, D12, D13, D22, D16, D15). Badane pochodne wykazaty dziatanie przeciwbdlowe

i przeciwzapalne, m.in. w tescie formalinowym, w ktérym efekt bolowy wigze sie z aktywowaniem
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kanaldw zwigzanych z receptorami przejsciowego potencjalu — TRP (ang. Transient Receptor
Potential), gtéwnie podtypu TRPA1. Antagonisci tych kanatéw sg obiektem badan, jako potencjalne
leki w terapii bolu neuropatycznego i zapalnego. W fazie badan klinicznych znajdujg sie pochodne
1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, m.in. HC030031 (2-(1,3-dimetylo-2,6-dioxo-4,5-dihydropuryn-7-yl)-N-(4-
izopropylofenylo)-acetamid), w ktérego strukturze wystepuje ugrupowanie o charakterze anilidowym.
Celem projektu jest otrzymanie nowych, anilidowych oraz N-benzyloamidowych pochodnych
8-alkoksy-1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu, stanowigcych pod wzgledem strukturalnym, bliskie analogi
zwigzki HC030031, ktére moga wykazywaé aktywnos$c¢ przeciwbolowg w modelu formalinowym.
Planowane badania farmakologiczne nowej serii zwigzkéw, dotyczyé bedg takze okreslenia
wtasciwosci antagonizowania kanatow TRPA1. Ponadto, z uwagi na podobieAstwo strukturalne
zaplanowanych zwigzkéw do pochodnych metyloksantyn teofiliny i pentoksyfiliny (1-(5-oksoheksylo)-
teobrominy), ktére sg znanymi inhibitorami TNF-a, dla zaprojektowanej serii okreslona zostanie

zdolnos$¢ hamowania produkcji TNF-a jako giéwnego markera procesu zapalnego.
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