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Cel 1 zatozenia pracy: Celem pracy jest synteza, analiza strukturalna oraz okre-
$lenie wlasciwosci farmakologicznych szeregu nieopisanych pochodnych piry-
do[1,2-c]pirymidyny. Uzyskane wyniki umozliwig analiz¢ SAR w badanej gru-
pie pochodnych oraz ocen¢ wptywu dokonanych modyfikacji struktury wiodacej
na aktywnos$¢ biologiczng. Struktura syntetyzowanych zwigzkow zostata zapla-
nowana na drodze modyfikacji struktury wiodacej, w oparciu o dostgpne modele
farmakoforowe oraz analogie strukturalne z substancjami o potwierdzonej wy-
sokiej wigzalnosci do receptoréw 5-HT1A 1 biatka transportera serotoniny
(SERT). Badania nad zwigzkami o podwojnej aktywnosci (5-HT1A/SERT)
stanowia jeden z kierunkéw poszukiwan nowych lekow przeciwdepresyjnych
o skréconym okresie latencji.

Metodologia: Zaplanowane zwiazki zostaly otrzymane na drodze wieloetapowe;j
syntezy chemicznej. Probki analityczne poddano badaniom strukturalnym meto-
dami spektroskopii IR, 1H i 13C NMR oraz analizy elementarnej lub spektrome-
trii HRMS. Dla uzyskanych zwiazkéw okreslone zostalo powinowactwo do
receptorow 5-HT1A oraz biatka SERT. Dla wybranych ligandéw badania radio-
receptorowe in vitro zostaty poszerzone o powinowactwo do receptorow 5-HT2A,
D2, 5-HT6 i 5-HT7. Pochodne pirydo[1,2-c]pirymidyny o najwyzszym powi-
nowactwie do receptorow 5-HT1A zostaly poddane badaniom aktywno$ci we-
wnetrznej w stosunku do pre- 1 postsynaptycznych receptorow 5-HT1A.

Whyniki i wnioski: W czasie badan uzyskano szereg nowych pochodnych piry-
do[1,2-c]pirymidyny o wysokiej i $redniej wigzalnosci do receptoréw 5-HT1A
i biatka SERT. Wykazano znaczny wptyw na wigzalnos$¢ do obu celow moleku-
larnych oraz aktywno$¢ wewnetrzng w stosunku do receptoréw 5-HT1A ele-
mentéw struktury takich jak stopien nienasycenia uktadu pirydo[1,2-c]pirymi-
dyny, obecno$¢, potozenie i rodzaj podstawnikow w czgéci terminalnej, jak
réwniez potozenie atoméw azotu oraz typ ukladu heterocyklicznego w czesci
farmakoforowej. Uzyskane wyniki badan postuzyly do optymalizacji struktury
wiodacej.
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WIELOFUNKCYJNE, HETERODIMERYCZNE
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Strategia projektowania ligandow wielofunkcyjnych jest atrakcyjnym podej-
$ciem w poszukiwaniu nowych, skutecznych lekow, mogacych znalez¢ zasto-
sowanie w leczeniu zaburzen o ztozonym patomechanizmie, takich jak choroba
Alzheimera. W ostatnich latach odkryto wiele nowych zwigzkéw dziatajacych
jednoczesnie na kilka celow biologicznych. Wsrod nich sg inhibitory cholino-
esteraz oraz agregacji beta amyloidu i/lub inhibitory wykazujace dodatkowe
wlasciwosci, np. dziatanie neuroprotekcyjne, chelatujace i przeciwutleniajace
[1, 2]. Prezentowane badania opisujg synteze¢ i badania farmakologiczne (ha-
mowanie acetylo- i butyrylocholinoesterazy, hamowanie agregacji beta amylo-
idu i efekt neuroprotekcyjny) nowej serii pochodnych izoindolino-1,3-dionu.
Docelowe zwigzki zaprojektowane zostaly jako inhibitory acetylocholinoestera-
zy o podwojnym miejscu wigzania. Za oddzialywanie z miejscem katalitycznym
enzymu odpowiada ugrupowanie aryloalkiloaminy, ktore jest potaczone za po-
$rednictwem fanicucha alkilowego z heterocyklicznym fragmentem zdolnym do
wigzania si¢ z miejscem peryferyjnym AChE. Wickszo$¢ zsyntetyzowanych
zwigzkow okazata si¢ silnymi i selektywnymi inhibitorami acetylocholinoeste-
razy (eeAChE 1C50=0,034-8,183 uM). Ponadto, zwigzek 13b, oprocz hamowa-
nia enzymu (eeAChE IC50=0,219 uM), posiada dodatkowe wiasciwosci, takie
jak zdolno$¢ hamowania agregacji beta amyloidu (65,96% przy 10 uM) i efekt
neuroprotekcyjny przeciwko neurotoksycznosci wywolanej beta amyloidem.
Wisrod otrzymanych czasteczek zwiazek 13b wylania si¢ jako obiecujacy ligand
wielofunkcyjny w poszukiwaniu nowych mozliwosci terapeutycznych chordb
neurodegeneracyjnych zwiagzanych z wiekiem.
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W obliczu narastajgcej oporno$ci bakterii na powszechnie stosowane antybioty-
ki i chemioterapeutyki priorytetowym celem stalo si¢ poszukiwanie nowych
rozwigzah terapeutycznych przez osrodki badawcze w Polsce i na §wiecie. Wy-
korzystuje si¢ do tego wiedz¢ na temat mechanizmoéw opornosci drobnoustro-
jow, poszukujac srodkoéw leczniczych dziatajacych na znane cele molekularne.
Atrakcyjnym celem dla projektowania nowych lekéw sa bakteryjne topoizome-
razy — enzymy utrzymujace DNA w superhelikalnej formie. Dotychczas znane
inhibitory topoizomeraz dzialaly hamujaco na replikacj¢ i/lub uniemozliwiaty
rozdzielenie siostrzanych nici DNA, co pozwolito zatozy¢, ze zablokowanie
enzymu prowadzi do $mierci drobnoustroju. Problem narastajgcej opornosci na
stosowane leki wymusza poszukiwanie nowych grup zwigzkéw, dla ktorych
topoizomerazy stanowityby cel molekularny. Jedng z grup, w ktorych poszukuje
si¢ nowych substancji o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, sg pochodne tio-
semikarbazydu. Z dotychczasowych badan wynika, Ze obiecujacag aktywno$é
przeciwbakteryjna wykazuja ich 1,4-dibenzoilowe pochodne.

Celem naszej pracy byta synteza 1,4-dibenzoilopodstawionych pochodnych
tiosemikarbazydu oraz ocena ich aktywnosci przeciwbakteryjnej i enzymatycz-
nej. Ocene aktywno$ci przeciwbakteryjnej wobec szczepow Gram(+) i Gram(-)
przeprowadzono metodg dyfuzji w agarze, okreslajgc ich warto$ci minimalnych
stezen hamujacych (ang. minimal inhibitory concentration, MIC). Wyznaczo-
ne wartosci MIC zawieraty si¢ w zakresie niskich st¢zen, od 32 do 2 pg/mL.
Zwigzki te w najblizszej przyszitosci zostana poddane testom enzymatycznym
w celu zweryfikowania, czy u podstaw aktywnosci przeciwbakteryjnej testowanych
pochodnych tiosemikarbazydu lezy inhibicja bakteryjnych topoizomeraz.
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Zatozenia: Obecne w watrobie cytochromy P450 katalizujg przemiany ksenobio-
tykéw, w tym ponad 90% lekow'. Hem, zaliczany do porfirynoidow, stanowi
w cytochromach grupe prostetyczng. Liczne badania pozwolity na uzyskanie
funkcjonalnych porfirynoidéw z grupy metaloporfiryn wykazujacych uzytecz-
noé¢ w biomimetycznych systemach cytochromowych?. Odtworzenie reakcji
enzymatycznych nasladujgcych cytochromy w watrobie w warunkach laborato-
ryjnych umozliwia badanie metabolizmu ksenobiotykow. Otrzymanie funkcjo-
nalnych zwigzkéw porfirynoidowych prowadzi do uzyskania uzytecznego na-
rz¢dzia w toksykologii i chemii lekow.

Cel pracy: Opracowanie syntezy i zbadanie wilasciwosci fizykochemicznych
porfirynoidéw, koordynujacych w rdzeniu kation zelaza(Il). Proponowane zwigz-
ki, bedace substytutami hemu, zostang ocenione pod katem potencjalnego zasto-
sowania w biomimetyce cytochromow.

Metodologia: Warsztat pracy obejmuje (1) synteze pochodnych maleonitryli
oraz ich wykorzystanie w otrzymywaniu porfirynoidow z grupy azaporfiryn,
(2) identyfikacje i okreslenie whasciwosci fizykochemicznych — HPLC, UV-Vis,
IR, Raman, NMR, MS, (3) oceng fizyko- i fotochemiczna (wyznaczenie wydaj-
nosci kwantowych fluorescencji i generowania tlenu singletowego), (4) charak-
terystyke elektrochemiczna (woltamperometria cykliczna i impulsowa) oraz
(5) analize walencyjna i spinowa koordynowanego kationu zZelaza za pomoca
spektroskopii Mdssbauera.

Whyniki: Na drodze syntezy chemicznej otrzymano i scharakteryzowano fizyko-
chemicznie seri¢ stabilnych kompleksow porfirazynowych z kationem zelaza
(IT). Walencyjnos$¢ i stan spinowy Fe?* oceniono spektroskopiag Mossbauera.
Uzyskane porfirynoidy sg poddawane ocenie zdolnosci do katalizowania prze-
mian ksenobiotykow.

25



Nauki Sciste, nr 8 (1/2014)

Whioski: Opracowanie biomimetycznych analogéw metaloporfiryn hemowych
o zwigkszonej stabilnosci fizykochemicznej przyczyni si¢ do (1) poszerzenia
zakresu badan nad nowymi lekami, prowadzac do zwigkszenia ich skuteczno$ci
i bezpieczenstwa, oraz (2) uzyskania kluczowych elementéw ztozonych syste-
mow bionanotechnologicznych, mogacych znalez¢ zastosowanie w transplanto-
logii.

Badania zostaly sfinansowane z grantu Narodowego Centrum Nauki nr N N404
069440.
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KOBALAMINA JAKO TRANSBLONOWY NOSNIK LEKOW —
SYNTEZA NOWYCH KOMPLEKSOW PLATYNY(II)/
PALLADU(I) DO ZASTOSOWAN BIOMEDYCZNYCH
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W ostatnim czasie szczegdlnie duzy nacisk ktadzie si¢ na opracowywanie inno-
wacyjnych technik wydajnego i niskoinwazyjnego wprowadzania do komorek
zwigzkow diagnostycznych i terapeutycznych. Odpowiedni nosnik dla tego typu
zwigzkow powinien: rozpuszczaé si¢ w ptynach ustrojowych, by¢ rozpoznawa-
ny przez receptory kanalow blonowych oraz wykazywaé zwiekszone powino-
wactwo do komoérek w ich stanach patologicznych (choroby nowotworowe,
infekcje bakteryjne). Powyzsze warunki spelnia migdzy innymi kobalamina
(witamina By, Cbl).

W zwigzku z powyzszym podj¢to probe otrzymania dwucentrowych komplek-
sow kobalamina — jon metalu cytotoksycznego (np. Pt(Il), Pd(Il)), gdzie koba-
lamina ma peti¢ funkcje nosnika dla zwigzku o potencjalnym dziataniu chemo-
terapeutycznym. Pierwszy etap prowadzonych syntez stanowi otrzymanie kom-
pleksow platyny/palladu typu: [MClH,04,] (gdzie M=Pt, Pd) oraz [M"LCI/
H,01%** (gdzie L = terpirydyna, dietylenotriamina). Kolejny etap stanowi mody-
fikacja akwakobalaminy w pozycji aksjalnej p organicznymi ligandami di-N-
-donorowymi (L = etylenodiamina, imidazol, tiomocznik, tiocyjanian, 4,4-dipi-
rydyl, pirazyna, pirydyna)'. Wyzej wymienione ligandy dzieki obecnosci dodat-
kowego atomu N-donorowego majg mozliwos$¢ tworzenia potgczen mostko-
wych typu: Co(I11)-L-Pt(Il) lub Co-L-Pd(II). Ostatni etap stanowi proba przyta-
czenia do otrzymanych kompleksow Pt(IT) i Pd(IT) kobalaminy zmodyfikowanej
uprzednio odpowiednim ligandem mostkujgcym badz cyjanokobalaminy (posia-
dajacej w pozycji B-aksjalnej ligand N-donorowy w postaci grupy cyjankowej)?.
Przebieg reakcji kontrolowano za pomoca réznorodnych technik spektrome-
trycznych (UV-Vis, IR, MS, NMR). Przeprowadzono réwniez modelowanie
ww. uktadéw technika DFT.

Bibliografia:
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Na przetomie lat 40. i 50. XX w. po raz pierwszy wprowadzono do terapii anty-
biotyki. Pomimo poktadanej w nich nadziei choroby zakaZne stanowia ciagle
jedng z gldwnych przyczyn zgondéw na $wiecie. Powodem jest stale rosngca
liczba drobnoustrojow wykazujacych oporno$¢ na coraz to wigksza liczbe anty-
biotykoéw. Glownym mechanizmem odpowiedzialnym za rozwdj opornosci
w szczepach wielolekoopornych (MDR) jest aktywny wyrzut lekow z komorki
bakteryjnej, odbywajacy sie przy udziale biatkowych pomp wyrzutu. Zabloko-
wanie systemow wyrzutu przez inhibitory (EPIs) jest obiecujgca strategia walki
z MDR.

Bazujac na wynikach przeprowadzonych wczesniej badan mikrobiologicznych,
zaplanowano i otrzymano nowg seri¢ piperazynowych 5-arylidenowych po-
chodnych hydantoiny. Modyfikacje strukturalne objety rodzaj linkera taczacego
pierscien hydantoiny z pierscieniem piperazynowym, jak réwniez rodzaj pod-
stawnika aromatycznego w potozeniu 5 hydantoiny. Synteza nowej serii zwiaz-
kéw objeta kondensacje Knoevenagela, reakcje Mitsunobu, stapianie z aming
i N-deprotekcje. Otrzymane zwiazki zostaty poddane testom mikrobiologicznym
na dwoch szczepach Enterobacter aerogenes o roznej ekspresji pompy AcrAB-
TolC (EA294 — brak pompy, EA289 — nadekspresja pompy). W testach zbadano
aktywnos$¢ antybakteryjna zwiazkow przez wyznaczenie ich minimalnych stezen
hamujacych (MIC) oraz ich zdolno$¢ do obnizania warto§ci MIC antybioty-
kéw 1 chemioterapeutykow, z ktérymi zostaly podane (kwasu nalidyksowego,
chloramfenikolu, sparfloksacyny i erytromycyny). Ponadto zbadano zdolno$é
zwigzkéw do hamowania wyrzutu fluorescencyjnego barwnika z komorki bakte-
ryjnej w tescie real-time efflux. Przeprowadzone modyfikacje wptynety na po-
prawe aktywnosci biologicznej zwigzkow. Wyniki wskazujg na wptyw amfifi-
lowego charakteru na wiasciwosci EPI, ktory moze by¢ uzyskany przez obec-
no$¢ podstawnika naftylometylidenowego lub chlorobenzylidenowego w poto-
zeniu 5 oraz hydrofilowego zasadowego zakonczenia podstawienia w potozeniu
3 pierScienia hydantoiny.
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Pojecie selektywnosci funkcjonalnej dotyczy zjawiska, w ktorym rozne ligandy,
oddziatujac na ten sam receptor, mogg prowadzi¢ do aktywacji réznych szlakow
przekazywania sygnatdéw w komorce. Badania w ramach projektu z zakresu
chemii medycznej wskazaty na selektywnos$¢ funkcjonalng pochodnych fenote-
rolu wzgledem receptora f2-adrenergicznego (f2-AR). Izomery (R,R) fenotero-
lu, 4-metoksyfenoterolu i 4-metoksyfenoterolu aktywuja receptor do formy se-
lektywnej wzgledem biatka Gs, podczas gdy inne analogi (jak 1-naftylofeno-
terol czy 4-metoksy-1-naftylofenoterol) aktywujg receptor do formy wigzacej
zaréwno biatko Gs, jak i biatko Gi. Badania modelowania molekularnego wska-
zaty na potencjalne znaczenie dla selektywnosci funkcjonalnej wzgledem biatka
Gs interakcji liganda poprzez wigzanie wodorowe z Tyr-308 B2 adrenorecepto-
ra. Ta hipoteza zostata potwierdzona w badaniach powinowactwa pochodnych
fenoterolu do mutanta Y308A B2-AR przeprowadzonych technika wypierania
radioliganda (ang. Radioligand Binding Assay). Otrzymane state Ki kompleksu
ligand-receptor dla mutanta w przypadku fenoterolu, 4-metoksyfenoterolu oraz
4-aminofenoterolu sg istotnie wyzsze od stalych Ki otrzymanych dla dzikiego
typu receptora i osiggaja wartosci bardzo zblizone do wartosSci oznaczonych
wczesniej dla podtypu B1 receptora adrenergicznego. W przypadku pochodnych
fenoterolu stabilizujacych receptor w formie wigzacej zarowno biatko Gs, jak
i biatko Gi nie zaobserwowano istotnych réznic w powinowactwie do receptora
pomiedzy typem dzikim a mutantem Y308A (2-AR. Pochodne fenoterolu sa
potencjalnymi lekami w terapii zastoinowej niewydolno$ci krazenia, a takze
nowotworéw mozgu. Wyniki przedstawionej pracy wskazuja, ze modyfikacja
chemiczna czasteczki moze by¢ uzyta do kontrolowania interakcji z Tyr-308
B2-AR, co wydaje si¢ niezwykle interesujacg strategia w projektowaniu nowych
czasteczek lekow selektywnie aktywujacych pozadane szlaki przekazywania
Sygnatow w komorce.
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Pomimo cigglego rozwoju przemystu farmaceutycznego i wprowadzania na
rynek lekéw nowej generacji wcigz lawinowo narasta problem oporno$ci na
stosowane medykamenty. Jest on szczegolnie grozny w przypadku szczepow
gronkowca ztocistego, tzw. MRSA, wykazujacych oporno$¢ na wszystkie anty-
biotyki z grupy beta-laktamow.

W przedstawionej pracy starano si¢ wyjasni¢ mechanizm znoszenia lekooporno-
$ci MRSA przez pochodne 5-arylidenoimidazolonu za pomocg metod modelo-
wania molekularnego. Rozpatrywano dwie mozliwosci — wigzanie si¢ do miej-
sca aktywnego zmodyfikowanego biatka PBP (PBP2a) Iub hamowanie jego
ekspresji poprzez blokowanie czynnika transkrypcyjnego MecR1. W celu wyja-
$nienia, z ktérym biatkiem oddziatujg badane zwigzki, zastosowano dokowanie,
natomiast bardziej szczegétowych informacji co do samego mechanizmu dziata-
nia dostarczyly symulacje dynamiki molekularnej. W celu potwierdzenia wiary-
godnos$ci uzyskiwanych rezultatdow wszystkie eksperymenty przeprowadzono
rowniez dla antybiotyku zastosowanego w badaniach biologicznych — oksacyli-
ny. Wszystkie procedury modelowania molekularnego przeprowadzono przy
wykorzystaniu oprogramowania firmy Schrodinger (Glide, Desmond).

Wryniki dokowania wykazaly, ze badane zwigzki prawdopodobnie oddziatuja
poprzez biatko MecR1, nie wiazac si¢ jednak z jego miejscem aktywnym, lecz
pozostajac u jego wejscia. Jest to korzystne z punktu widzenia znoszenia leko-
oporno$ci, gdyz wigzanie z miejscem aktywnym indukuje synteze zmodyfiko-
wanego biatka PBP2a, niewykazujacego powinowactwa do antybiotykow beta-
laktamowych. Kompleksy ligand-biatko uzyskane w procedurze dokowania
zostaly nastepnie wykorzystane do uzyskania poz startowych do symulacji dy-
namiki molekularnej. Na podstawie uzyskanych wynikow wysnuto hipotezg, ze
zsyntezowane pochodne 5-arylidenoimidazolonu, majgce zdolno$¢ do znoszenia
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lekoopornosci MRSA, blokujg na zasadzie zawady sterycznej dostep do miejsca
aktywnego MecR1, uniemozliwiajac tym samym jego aktywacj¢ i syntez¢ zmo-
dyfikowanego biatka PBP2a. Otrzymane rezultaty z pewnos$cig okazg si¢ po-
mocne podczas projektowania kolejnych zwigzkoéw o tego rodzaju aktywnosci.
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EFEKT AKTYWACJI MITOCHONDRIALNEJ
DEHYDROGENAZY ALDEHYDOWEJ (ALDH?2)
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Wstep: Badania ostatnich lat wskazuja na wazny udziat dysfunkcji mitochon-
driow w rozwoju depresji. Mitochondrialna dehydrogenaza aldehydowa typu 2.
(ALDH2) odpowiada za przeksztatcanie wielu toksycznych aldehydow — kon-
cowych produktow peroksydacji lipidow — w nieszkodliwe kwasy, co sugeruje
role ochronng tego enzymu w mitochondriach. Celem pracy byta ocena wptywu
farmakologicznej aktywacji ALDH2 przez Alda-1 na zachowania depresyjne
u szczuréw poddanych stresowi prenatalnemu (zwierzgcy model depres;ji).

Metody: Samice szczuréw Sprague-Dawley byty stresowane od 14. dnia cigzy.
Po osiagnieciu wieku 3 miesiecy szczury kontrolne, jak i stresowane prenatalnie
zostaty poddane testowi wymuszonego ptywania (weryfikacja modelu depres;ji)
i nastrzykiwane Alda-1 raz dziennie przez 14 dni. Nastgpnie na zwierzetach
wykonano test wymuszonego ptywania i podniesionego labiryntu krzyzowego.
Do badan molekularnych real-time PCR i elektroforezy 2D potgczonej ze spek-
trometrig mas wyizolowano korg¢ przedczotowa i hipokamp.

Wyniki: Dhugotrwata aktywacja ALDH2 przez Alda-1 spowodowata wydtuze-
nie czasu wspinania, natomiast nie wptyneta na czas ptywania i bezruchu
w tescie wymuszonego ptywania u szczurdw stresowanych prenatalnie, trakto-
wanych Alda-1. Podawanie Alda-1 wydtuzyto réwniez czas przebywania szczu-
réw stresowanych prenatalnie w otwartym ramieniu podniesionego labiryntu
krzyzowego. Co wigcej, pod wptywem Alda-1 zwigkszyla si¢ ekspresja anty-
apoptotycznego genu Bcl-2 i genu PGC-la (odpowiedzialnego za biogeneze
mitochondriéw) w korze przedczotowe;.

Whioski: Podsumowujac, aktywacja ALDH?2 przez Alda-1 spowodowala dzia-
tanie przeciwdepresyjne i przeciwlgkowe u szczurow stresowanych prenatalnie,
co moze by¢ zwigzane ze zmiang ekspresji genow i biatek mitochondrialnych.
Funkcjonalne znaczenie uzyskanych danych wymaga dalszych badan.
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