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Selektywne dziatanie lekéw jest jednym =z najwazniejszych zagadnien wspotczesnej
medycyny i farmakologii. Ze wzgledu na mnogos$¢ biomakromolekul i metabolitow
w zywych organizmach, istnieje wysokie prawdopodobienstwo, ze lek bedzie oddziatywat
réwniez z innym celem biologicznym, co moze wywotywac¢ nieprzewidziane skutki uboczne.
To z kolei moze ograniczy¢ mozliwos¢ stosowania leku. Zaleznie od etapu badan, podczas
ktorego niepozadane efekty zostang zaobserwowane, moze to prowadzi¢ do niedopuszczenia
leku lub usunigcia leku z obrotu. Problem selektywnosci jest szczeg6lnie istotny dla lekow
dziatajacych na osrodkowy uktad nerwowy (OUN), gdzie znaczna cze$¢ celdow biologicznych
nalezy do grupy receptoréw sprzezonych z biatkami G (GPCR). Wsrod nich wyrdzni¢ mozna

rodzine receptorow serotoninowych.

Serotonina (5-hydroksytryptamina, 5-HT) to zwigzek organiczny nalezacy do grupy
monoamin, bedacy najstarszym ewolucyjnie przekaznikiem. Liczne wyniki badan nad
serotoning 1 towarzyszacym jej zespolem biatek wskazuja na jej istotny udziat
w funkcjonowaniu i regulacji praktycznie wszystkich ukladow narzadoéw. Jako
neuroprzekaznik w OUN, serotonina odpowiada m.in. za: nastrdj, zdolnosci poznawcze,
apetyt, rytm okotodobowy czy poped seksualny. Dysfunkcje uktadu serotoninergicznego
zwigzane sg z wystepowaniem takich jednostek chorobowych jak: depresja, Iek i schizofrenia.
Serotonina dziata poprzez wigzanie si¢ do receptoréow serotoninowych. Receptory
serotoninowe zwierzat wyzszych i ludzi podzielono na 7 typoéw i lacznie 14 podtypdw,

Z czego 13 nalezy do rodziny GPCR.

Jednym z glownych celéw mojej pracy badawczej byta identyfikacja cech strukturalnych
ligandéw z klasy dlugotancuchowych arylopiperazyn (LCAP), ktére moga miec¢ istotny
wpltyw na wigzalno$¢ tych zwigzkow do ludzkich receptorow serotoninowych 5-HTia,
5-HT,a oraz 5-HT7;. Do realizacji postawionych zadan wykorzystano analize struktur
krystalicznych ~ pochodnych  7-(4-fenylopiperazyn-1-ylo)alkilo-1,3-dimetylopuryno-2,6-
dion6éw. Nastepnie, wybrane ligandy zadokowano metodami modelowania molekularnego do
modeli homologicznych receptorow 5-HTia, 5-HT2a 0raz 5-HT7. Poniewaz LCAP znane s3
ze swojego wielocelowego dziatania, szczegdlng uwage poswiecono badaniom zalezno$ci
pomiedzy geometrig fragmentu fenylopiperazyny i powinowactwem do rzeczonych
receptoréw. W tym celu zdefiniowano dwa katowe parametry geometryczne, ktorych wartosci
obserwowane w analizowanych strukturach krystalicznych i wynikach dokowania
skonfrontowano z tymi, obserwowanymi w strukturach krystalicznych czasteczek

organicznych zdeponowanych w bazie Cambridge Structural Database (CSD).



W wyniku proby krystalizacji 52 réznych pochodnych LCAP, uzyskano 11 unikalnych
struktur krystalicznych. Geometrie czasteczek lub kationéw LCAP obserwowanych
w krysztale sg najczesciej zblizone 1 przyjmuja tzw. konformacj¢ rozciagnigta. We wszystkich
strukturach piperazyna wystepuje w konformacji krzestowej, z fragmentem arylowym
w pozycji ekwatorialnej. Gtéwne roznice geometryczne obecne sg We wzajemnej orientacji
piperazyny i zwigzanej z nig podstawionej lub niepodstawionej grupy fenylowej oraz
wzglednym utozeniu grupy fenylowej i fragmentu 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu.
Najsilniejszym typem oddziatywania w strukturach chlorowodorkow LCAP jest wspomagane
tadunkiem wigzanie wodorowe. Co ciekawe, protonowany atom azotu piperazyny tworzy je
czesto z czgsteczkami wody, pomimo obecno$ci anionu chlorkowego w krysztale. Wszystkie
struktury stabilizowane sg przez mnogo$¢ stabych wigzan wodorowych oraz oddzialywan

typu - 7.

Przeprowadzono analiz¢ konformacyjna fragmentu fenylopiperazyny w strukturach
krystalicznych  zdeponowanych w bazie CSD. Rozwazono zwiazki zawierajace
fenylopiperazyne z niepodstawiong grupa fenylowa oraz z podstawnikami: 2-metoksylowym,
3-chlorowym oraz 4-fluorowym. W zdecydowanej wigkszos$ci struktur atom azotu piperazyny
zwigzany z grupg fenylowa posiada piramidalng geometri¢. Zakres kata nachylenia grupy
fenylowej w stosunku do wolnej pary elektronowej tego atomu azotu jest jednak wyraznie
wezszy dla grup fenylowych z podstawnikiem 2-metoksylowym. W tym przypadku, zakres
kata pomigdzy plaszczyzng przechodzaca przez atomy wegla grupy fenylowej oraz
plaszczyzng przechodzaca przez atomy wegla piperazyny okazat si¢ by¢ nie tylko wezszy, ale
réwniez nie pokrywat si¢ z zakresem obserwowanym dla pozostatych badanych pochodnych.
Fragmenty fenylopiperazynowe w uzyskanych strukturach krystalicznych charakteryzowaty

si¢ parametrami geometrycznymi, ktdre znajdowaty swoje pokrycie w obserwacjach z CSD.

Utozenia badanych pochodnych LCAP we wnekach wigzacych receptoréw sg analogiczne do
tych, opisanych w literaturze. Obserwowane oddziatywania miedzyczasteczkowe sa zgodne
z tymi, zdefiniowanymi jako niezbedne dla aktywnosci wobec receptoréw serotoninowych.
Uktad 1,3-dimetylopuryno-2,6-dionu lokuje si¢ w stabo zachowanej sekwencyjnie,
zewnetrznej czg¢sci wnek receptorow, w sgsiedztwie reszt aminokwasowych helis TM 11,
TMYV, TM VI oraz TM VII. Fragment fenylopiperazyny zajmuje pozycje W wysoce
konserwatywnej, wewnetrznej czeSci wneki wigzacej. Najsilniejszym typem oddziatywania
w analizowanym uktadzie ligand-biatko jest wspomagane tadunkiem wigzanie wodorowe

pomiedzy protonowanym jonem amoniowym atomu azotu piperazyny i resztg asparaginianu



receptorow. Zaobserwowano drobne roznice w glebokosci zadokowania fragmentow
fenylopiperazyny, w zaleznos$ci od obecnego podstawnika w pierScieniu fenylowym oraz typu
receptora. Ponadto, ws$rdd najlepiej ocenionych wynikow dokowania zaobserwowano
odmienne rozktady katow opisujacych wzajemng orientacje piperazyny i grupy fenylowej.
Wyniki te mogg wskazywac na istotne réznice w potozeniu i konformacji aktywnej ligandow
w roznych typach receptoréw, cho¢ nalezy bra¢ pod uwage rowniez mozliwos$¢ stronniczosci

uzytych modeli homologicznych.

Wyniki analizy konformacyjnej struktur krystalicznych, przeglad bazy CSD oraz wyniki
dokowania molekularnego wskazuja na to, ze istotnym czynnikiem wplywajacym na
aktywno$¢ 1 selektywno$¢ ligandow moze by¢ preferowana orientacja grupy fenylowej
wzgledem piperazyny i efekt mezomeryczny podstawnikow grupy fenylowej. Ponadto wydaje
si¢, ze preferowang konformacja aktywng badanych LCAP w receptorach 5-HT1a oraz 5-HT7
jest konformacja rozciggnicta. W receptorze 5-HT,a konformacja ta moze nie by¢
preferowana, co odzwierciedlone jest przez niektore réznice w wartosciach statych inhibicji
ligandow. Analiza konformacji i oddziatywan w kieszeni wigzacej modeli receptorowych nie
pozwolita na jednoznaczne wytlumaczenie rdéznic aktywno$ci czeSci z analizowanych
ligandow. Znaczne rdéznice aktywnosci danego liganda wzglegdem badanych typow
receptoréw serotoninowych moga zatem wynika¢ z réznic w rodzaju oraz konformacji
bardziej odlegtych reszt aminokwasowych, ktore nie tworza bezposrednio wneki wigzacej,
lecz wplywaja na jej ksztalt. Cho¢ w uzyskanych kompleksach nie zaobserwowano
mozliwosci utworzenia wigzania wodorowego pomigdzy ligandem a reszta w pozycji 3x36
(cysteina w przypadku receptorow 5-HTia 1 5-HT7 oraz seryna w receptorze 5-HTza), inne
opublikowane badania wskazujg na istotny udzial reszty znajdujacej si¢ w tej pozycji
W wigzaniu ligandow. W pracy zasugerowano, ze waznym czynnikiem moze by¢

hydrofobowos$¢ reszty aminokwasowej w tym obszarze.

Drugim celem pracy bylo przygotowanie protokolu wirtualnych badan przesiewowych (VS)
z wykorzystaniem metody dokowania molekularnego, pozwalajacego na przesiew milionéw
unikalnych zwigzkow chemicznych na pojedynczej stacji roboczej, w relatywnie krotkim
czasie. Analogiczne badania VS wymagaja zazwyczaj dostgpu do znacznych zasobow
obliczeniowych i czasowych. W celu przyspieszenia obliczen, protokoét oparto na dwoch
metodach: szybkiej, polegajacej na poréwnywaniu ksztattu i wybranych wtasciwosci fizyko-
chemicznych, oraz czasochtonnej, polegajacej na dokowaniu molekularnym. W pracy

przeprowadzono wstepng weryfikacje zaproponowanego protokolu inastepnie uzyto go,



wcelu znalezienia nowych, potencjalnych ligandow  receptora 5-HT7,  ktore
charakteryzowalyby si¢ niskim powinowactwem do receptora 5-HTia. Siedem z najlepiej
ocenionych potencjalnych ligandow zakupiono i zlecono dla nich badania aktywnos$ci
biologicznej in vitro. Stale powinowactwa K; wickszosci zakupionych zwigzkéw
charakteryzowaly si¢ warto$ciami rzedu uM 1 wyzszego. Oznacza to, ze zwigzki wykazuja
jedynie niskie powinowactwo do badanych receptorow. Swego rodzaju sukcesem metody byt
jednak fakt, ze cztery z siedmiu zakupionych zwigzkdéw charakteryzuja si¢ istotnie wigkszym
powinowactwem do receptora 5-HT7, niz do receptora 5-HT1a. W pracy przeprowadzono
obszerng analiz¢ potencjalnych powodow niepowodzenia identyfikacji zwigzkéw o $redniej
lub wysokiej aktywnosci. Otrzymane wyniki wskazujg jednak na pewien potencjal protokotu,
pod warunkiem optymalizacji metodologiczne;j.



