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METODY OTRZYMANIA BADANYCH ZWIAZKOW

WPROWADZENIE

Wsréd siedmiu klas receptorow serotoninowych (5-HT)
najlepiej scharakteryzowanym podtypem sa receptory 5-
HTs. Zwiazki z ukladem 1-arylopiperazyny stanowia
najliczniejsza i1 szczegdtowo przebadana grupe ligandow
tych receptoréw. Ostatnio w miejsce tego fragmentu
wprowadzony zostal rowniez uktad 1,2,3,4-
tetrahydroizochinoliny (THIQ). Kilka istniejacych modeli
topograficznych opisuje gltéwne oddzialywania ligand-
receptor 5-HT 4. I tak, zwiazek chemiczny zostaje zwigzany
przez receptor 5-HT, wiazaniem jonowym pomigdzy reszta
kwasu asparaginowego 116, a zasadowym atomem azotu
liganda. Zlokalizowany w odpowiedniej odlegtosci uktad
aromatyczny stabilizuje kompleks ligand-receptor. Ponadto,
dodatkowe oddziatywania o charakterze lipofilowym, m-mt
elektronowym czy typu dipol-dipol sprzyjaja trwatosci
kompleksu aktywnego i tym samym stanowia o
powinowactwie zwiazku do receptora.

Wigkszos¢ arylopiperazynowych ligandow receptorow 5-
HT,s to zwiazki o strukturze ,liniowej”, ktére dzigki
alifatycznemu tancuchowi taczacemu dwa terminalne
fragmenty posiadaja duza swobode konformacyjna.
Usztywnienie czasteczki liganda ogranicza ta swobodg i
ulatwia poznanie jego bioaktywnej konformacji.

Okreslenie bioaktywnej konformacji NAN-190, znanego
antagonisty postsynaptycznych receptorow 5-HT;,, z wyko-
rzystaniem jego usztywnionych analogéw zachgcito nas do
rozszerzenia badan na inne ligandy tych receptorow.
ZajeliSmy si¢ tym razem aktywnymi zwiazkami
zawierajacymi uktad amidowy, badz imidowy (Tabela 1, 1a
— 5a). Trzy pierwsze zaliczy¢ mozna do arylopiperazyn, dwa
nastgpne sa pochodnymi THIQ. Wszystkie wybrane ligandy
zawieraja tetrametylenowy mostek taczacy dwa terminalne
fragmenty. Sztywne analogi tych ligandow (zwiazki 1b — 5b)
zawierajace w miejsce tego mostka 1,4-dipodstawiony
pierscien cykloheksanu zostaly otrzymane w wyniku
wieloetapowej syntezy przedstawionej na schemacie.
Kluczowym etapem bylo otrzymanie wyjsciowych amin,
ktorych synteza zostata opisana wczesniej (Paluchowska M.
H. et al., J. Med. Chem., 71999, 42, 4952). Struktura
wszystkich usztywnionych analogéw zostata udowodniona
w oparciu o wysokorozdzielcze widma '"H NMR (500 i 200
MHz). Analiza odpowiednich stalych sprzgzen potwierdzita,
ze w kazdym przypadku otrzymano le,4e-dipodstawiong
pochodng cykloheksanu.
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TABELA 1. STRUKTURA BADANYCH ZWIAZK(')W
I ICH STALE WIAZANIA K; DO RECEPTORA

5-HT,,
a: b:
R1_/_\_R2 R14<:>7R2
Zwigzek R R? K; [J—;EEM
1a M ﬁ 7+ 1°
1b d 52 +2
2a v Y 4.0 +0.2°
2b oc, / 44 + 5
3a ] 6.4 + 0.3
—N
3b ;] 15+ 3
o
4a — @ 0.95 + 0.04¢
4b QNf J 1354 + 4
5a °;3<j 5.0 +0.2°
—N
5b 4 2356 + 156

BADANIA IN VITRO

Wszystkie nowe zwiazki (1b — 5b) jak rowniez zwiazki
1a i 2a zostaly poddane badaniom in vitro. Powinowactwo
do receptorow 5-HT;, (W moézgu szczura) badanych
zwiazkow zostato okreslone na podstawie ich zdolnosci do
wypierania [*H]-8-hydroksy-2-(di-n-propyloamino)tetraliny
(patrz Tabela 1).

* 0.4+0.03 wg Raghupathi R. K. et al., J. Med. Chem., 1991, 34,
2633-2638.

® 0.6+0.1 wg El-Bermawy M. et al.,, Med. Chem. Res., 1992, 2, 88-
95.

¢ Mokrosz M. J. et al., Med. Chem. Res., 1994, 4, 161-1609.

4 Mokrosz M. J. et al., Bioorg. Med. Chem., 1999, 7, 287-295.

¢ Mokrosz M. J. et al., J. Med. Chem., 1996, 39, 1125-1129.




ANALIZA KONFORMACYJNA

Wszystkie 10 zwiazkow poddano analizie konformacyjnej
przy pomocy procedury ,,Random Search” z pakietu Sybyl
6.6 (Tripos). W kazdym przypadku zastosowano identyczny
zestaw parametrow: max iteration — 1000; minimization
method — conjugated gradient; max cycles — 500; energy
cutoff — 3 kcal/mol; dla pozostalych parametréw uzyto
warto$ci domyslnych.

TABELA 2. WYNIKI ANALIZY KONFOR-
MACYJNEJ ZWIAZKOW 1A - 5B

Zw. Liczba Liczba |Zw. Liczba Liczba
wigzan konfor- wigzan konfor-
rotacyjnych  macji rotacyjnych  macji
1a 6 40 1b 3 6
2a 6 74 2b 3 20*
3a 5 79 3b 2 2
4a 6 52 4b 3 5
5a 5 40 5b 2 8

* znacznie wigksza liczba konformacji zwiazku 2b w poréwnaniu z
1b wynika z niesymetrycznosci podstawnika cykloheksylowego.

Rysunek 1. Wyniki analizy konformacyjnej dla zwiazku 1a
(A) oraz jego sztywnego analogu 1b (B). Wszystkie
konformacje zostaly nalozone fragmentem o0-OMe-
fenylopiperazynowym. Dla uproszczenia pokazano tylko po
jednej konformacji, a w pozostatych (39 dla zwiazku 1a i 5
dla zwiazku 1b — patrz Tabela 2) zaznaczono tylko potozenie

wigzania amidowego.
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Rysunek 2. Nalozenie wszystkich otrzymanych konformacji
dla zwiazkow sztywnych 1b — 5b (patrz Tabela 2). Zwiazki
4b i 5b z uktadem THIQ natozono na pochodne z 0-OMe-
fenylopiperazyna przy pomocy zasadowego atomu azotu i
sasiadujacych atoméw wegla. Kropki po lewej stronie

obrazuja  polozenie srodka cigzkosci  uktadow
hydrofobowych.
DYSKUSJA WYNIKOW
1. Wprowadzenie pierscienia cykloheksanowego w miejsce
gigtkiego  mostka  teterametylenowego  ogranicza

zdecydowanie liczbg niskoenergetycznych konformacji
(patrz Tabela 2). Dodatkowo, jak przedstawiono na
rysunku 1B wszystkie dominujace  konformacje
sztywnego zwiazku 1b naleza do rodziny ,,extended”, w
ktorej uktad amidowy jak i podstawnik adamantylowy
zajmuja podobny, ograniczony fragment przestrzeni
(kieszen hydrofobowa receptora). Analogicznie, w
pozostatych usztywnionych zwiazkach uktady amidowe
badz imidowe oraz fragmenty cykloalkilowe mieszcza si¢
w tym samym obszarze przestrzeni (Rysunek 2).

2. Usztywnienie struktury ligandéw pochodnych o-OMe-
fenylopiperazyny, tj. zwiazkow 1a-3a powoduje
niewielkie oslabienie powinowactwa do receptoréw 5-
HT;, ale w dalszym ciagu sztywne analogi sa silnymi
ligandami tych receptoréow (por. 1a vs 1b, 2a vs 2b i 3a
vs 3b).

3. Analogiczna modyfikacja ligandow 4a i 5a z ukltadem
THIQ prowadzi do prawie catkowitego zaniku
powinowactwa do receptoré6w 5-HT;a (por. 4a vs 4b i 5a
vs 5b). Bardzo silne powinowactwo do receptorow 5-
HT, 4 gigtkich zwiazkoéw 4a i 5a mozna wyjasnic¢ tym, ze
zwiazki z THIQ prawdopodobnie tworza inny niz
arylopiperazyny kompleks z receptorem.

4. Zastapienie w zwiazku 1b (K; = 52 nM) fragmentu o-
OMe-fenylopiperazyny przez THIQ daje zwiazek 4b,
pozbawiony powinowactwa do receptorow 5-HT, (K; =
1354 nM). Jak wynika z natozenia obu uktadow roznia sig
one ulozeniem w przestrzeni pierscieni aromatycznych we
fragmentach heterocyklicznych. (Rysunek 2). Plaszczyzny
tych pierScieni sa prostopadte.

5. Podstawienie w 1b adamantylu przez cykloheksyl
prowadzi do zwiazku 2b, o poréwnywalnym
powinowactwie do receptoréw S5-HT s (K;= 52 1 44 nM,
odpowiednio). Sugeruje to, ze mimo duzej obj¢tosci
kieszeni hydrofobowe;j receptora podstawnik
cykloheksylowy jest wystarczajacy do silnej stabilizacji
kompleksu aktywnego.

6. Zastapienie fragmentu amidowego w tych zwiazkach
uktadem imidu kwasu bursztynowego daje zwiazek 3b o
statej wiazania K; = 15 nM. Pozwala to wysnu¢ hipotezg,
ze w tym przypadku oddzialywania hydrofobowe zostaly
zastapione dodatkowymi interakcjami w obrgbie ukladu
imidowego.

WNIOSKI

e Znaleziono nowe ligandy receptorow 5-HT;p z
grupy arylopiperazyn o usztywnionej strukturze (K;
=15-52nM).

e Analiza konformacyjna pozwolita okresli¢ miejsce
obszaru oddziatywan hydrofobowych stabilizujacych
kompleks ligand-receptor 5-HT .

e W dalszym etapie zostanag podjgte odpowiednie
badania in vivo, ktore pomoga okreslic bioaktywne
konformacje prezentowanych zwiazkow.



