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ARYLOPIPERAZYNY - LIGANDY
RECEPTOROW SEROTONINOWYCH 5-HT5

Streszezenie: Arylopiperazyny naleza do jednej z grup ligandéw receptoréw
serotoninowych 5-HT, 4. Serotonina (5-hydroksytryptamina) jest neurotransmite-
rem, odgrywajacym wazng role w Osrodkowym Ukladzie Nerwowym (OUN).
Zaleznos¢ struktura-aktywno$é syntezowanych ligandéw receptorow serotonino-
wych analizowana jest na podstawie testow in vitro i in vivo. Aktywnos¢ in vitro,
najwazniejsze zrodto informacji o aktywnosci liganda do danego typu receptora,
oceniana jest na podstawie stopnia wypierania selektywnie wiazacego si¢ z nim
radioliganda (np. [’H]-8-OH-DPAT dla receptoréw 5-HT,4). Wytypowane na
podstawie badan in vitro ligandy (o powinowactwie do 50 nM) poddawane sa
z kolei testom behawioralnym (in vivo) na zwierzetach (myszach i szczurach), co
pozwala na funkcjonalng charakterystyke (agonizm, antagonizm) ich oddziaty-
wania z pre- i postsynaptycznymi receptorami OUN.

Zrozumienie mechanizmu dzialania liganda z receptorem na poziomie moleku-
larnym wymaga znajomosci przestrzennej struktury liganda, receptora oraz kom-
pleksu aktywnego ligand-receptor. Przestrzenna budowa receptora jest jednak weiaz
nieznana. Nieznana wiec jest takze struktura kompleksu aktywnego ligand-receptor,
chociaz eksperymenty mutagenetyczne pozwalaja na okreélenie natury pewnych
oddziatywan zwiazku z bioczasteczka. Tak wige obecny stan wiedzy pozwala jedynie
na tworzenie hipotetycznych modeli, tak receptora jak i jego kompleksu z ligandem.

Jednym z najbardziej znanych ligandéw receptoréw serotoninowych 5-HT5
jest buspiron, charakteryzujacy sie wysokim powinowactwem i znaczng selektyw-
nosci w stosunku do innych podtypéw receptoréw serotoninowych. Elementy struk-
turalne buspironu znajduja sie we wszystkich syntezowanych i analizowanych
przez nas zwiazkach. Aktywno$¢ otrzymanych polaczen do receptoréw 5-HT4
oceniano w testach zaréwno in vitro, jak i in vivo. Strukturg przestrzenng ana-
lizowano w oparciu o wyniki badan krystalograficznych, a konformacje w roz-
tworach na podstawie pomiaréw NMR. Efekty steryczne, ktére moga mie¢ zna-
czenie dla zdolnosci wiazania liganda z receptorem, oceniano na podstawie wy-
nikéw ESI-MS. W ostatnim czasie zsyntezowano polaczenia z ograniczona swo-
boda konformacji taficucha alkilowego, ktére stanowia cenne narzedzia w mode-
lowaniu oddziatywan ligand-receptor.
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Wprowadzenie

Arylopiperazyny o ogélnym wzorze przedstawionym na Rys. 1 naleza do jednej
z grup ligandow receptordéw serotoninowych 5-HT, [1-5].
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Rys. 1. Ogélna struktura ligandow receptoréw serotoninowych z grupy arylopiperazyn

Zwiazki te, oddziatujac z receptorami, wplywaja na poziom serotoniny w mozgu. Se-
rotonina (5-hydroksytryptamina) jest neurotransmiterem, ktory odgrywa znaczaca role
w Osrodkowym Uktadzie Nerwowym (OUN), m.in. w procesach emocjonalnych i wyz-
szych czynnosciach nerwowych oraz w regulacji rytmu sen—czuwanie [6, 7]. Niskie jej
stezenia wiaze si¢ z depresja, bezsennoscia, zachowaniami samobéjczymi, wysokie — z po-
budzeniem maniakalnym. Zaburzenia wydzielania serotoniny wystepuja réwniez w choro-
bach psychicznych przebiegajacych z Iekiem i natrectwami. Jakkolwiek etiologia zaburzen
psychicznych jest skomplikowana i wiele uktadow neuroprzekaznikowych jest zaanga-
zowanych w ich powstawanie (serotoninowy, dopaminowy, adrenergiczny), to receptory
5-HT 4 stanowig jeden z wazniejszych punkéw uchwytu lekéw psychotropowych.

Wg badan Amerykanskiego Stowarzyszenia Psychiatrycznego w ostatnich latach de-
presja stale si¢ rozpowszechnia. W USA oszacowano na przyklad, ze 5-12% mezczyzn
i 10-20% kobiet w pewnym momencie zycia bedzie cierpiato z powodu depresji. Statys-
tyki wskazuja, ze rokrocznie az 15% pacjentéw z depresja lub choroba maniakalno-de-
presyjna popehnia samobdjstwo. Coraz wigcej danych przemawia za tym, ze gleboka de-
presja zwigksza tez ryzyko $mierci na atak serca lub udar. Czesto takze pogarsza jakos¢
i skraca czas zycia chorych na raka [8, 9].

Jednym z odkry¢ stanowiacych postep w farmakoterapii choréb psychicznych bylo
znalezienie dowodoéw na zalezno$¢ pomiedzy depresja a niskim stezeniem serotoniny
w moézgu, szczegblnie wsréd pacjentéw ze skionnoscia do samobdjstw. Okazato sie bo-
wiem, ze w tych przypadkach obserwuje si¢ zredukowang ilos¢ gléwnych metabolitow
serotoniny, co oznacza spadek poziomu samej serotoniny. Dodatkowo, u pacjentéw z de-
presja liczba receptoréw serotoninowych w OUN jest mniejsza niz u os6b zdrowych [10].

Burzliwy rozw6j badan nad ligandami receptoréw serotoninowych 5-HT4, jaki miat
miejsce w latach 80., byt wynikiem poszukiwan nowych lekéw o dziataniu przeciw-
lekowym. Rezultatem tych badan bylo wprowadzenie na rynek buspironu [11,12] i jego
1-(2-pirymidylo)piperazynowych analogéw o dziataniu anksjolitycznym (Rys. 2).
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Rys. 2. Buspiron i jego strukturalne analogi
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Z farmakologicznego punktu widzenia buspiron jest czgsciowym agonistg recepto-
réw 5-HT) 4, a dokiadniej, jest agonistg receptoréw pre- i postsynaptycznych, posiadajac
jednoczesnie cechy wskazujace na czesciowa blokadg tych ostatnich. Z klinicznego
punktu widzenia buspiron jest jednym z nielicznych lekéw anksjolitycznych. Z chemicz-
nego punktu widzenia nalezy on do pochodnych arylopiperazyny, ktére tworza duza
grupe intensywnie badanych (réwniez przez nas) ligandow receptoréw 5-HT) .

Jednym z osrodkéw w Polsce, ktéry prowadzi badania nad ligandami receptoréw se-
rotoninowych (m.in. analiza zaleznosci struktura—aktywnos$¢), jest Instytut Farmakologii
PAN w Krakowie. W Zakladzie Chemii Lekdw, kierowanym przez wiele lat przez pro-
fesora Stanistawa Misztala, badania w tym kierunku zostaly zainicjowane przez przed-
wezednie zmarlego profesora Jerzego Mokrosza, a nastgpnie kontynuowane przez docent
Marie Mokrosz. Obecnie synteza i badania aktywnosci in vitro zwiazkéw o tym profilu
dziatania stanowia nadal jeden z gidwnych tematéw badawczych realizowanych w tym
zespole. W Zakladzie Badan Nowych Lekow IF PAN w Krakowie, kierowanym przez
profesor Ewe Chojnacka-Wojcik, wytypowane na podstawie badan in vitro ligandy pod-
daje si¢ testom behawioralnym na myszach lub szczurach.

Z Zaktadem Chemii Lekéw oraz Zaktadem Badan Nowych Lekow IF PAN w Krako-
wie Zaktad Chemii Organicznej Politechniki Krakowskiej wspotpracuje od ponad 20 lat.
W niniejszej pracy przedstawiono gléwne kierunki tych badan iuzyskane w ostatnim
czasie rezultaty.

Synteza ligandéw receptoréw serotoninowych

Wzorujac sie na podanym przez Hiberta modelu farmakoforowym receptora 5-HT 4
[13] oraz strukturze buspironu, zsyntezowano w naszym zespole szereg pochodnych
alkiloarylopiperazyny. Zgodnie z powyzszym oczekiwano, ze czynnos¢ biologiczna tych
polaczen bedzie wyznaczona przez obecno$¢ w czasteczee ukladu arylopiperazyny pota-
czonego z terminalnym fragmentem amidowym lub imidowym, tréj- lub czteroweglo-
wym fancuchem alkilowym.

Synteze ligandéw receptoréw serotoninowych wykonywano stosujac dwie metody
[14-20] (Schemat 1). W jednej z nich, do komercyjnie dostgpnej odpowiedniej ary-
lopiperazyny wprowadzano na drodze alkilowania za pomocg 1.4-dibromobutanu lub
1-bromo-3-chloropropanu faricuch odpowiednio bromobutylo- lub chloropropylowy,
a tak otrzymana pochodng poddawano kondensacji z odpowiednim laktamem (amidem
lub imidem). Druga metoda syntezy ligandéw polegata pierwotnie na kondensacji lak-
tamu z odpowiednia dihalogenopochodna butylowa lub propylowa, a nastgpnie uzyskane
potaczenia kondensowano z arylopiperazynami. W reakcji kondensacji laktaméw nie
stosowano cytowanych w literaturze procedur zwigzanych z ich aktywacja, na drodze
reakcji z amidkiem lub wodorkiem sodu czy potasu. Reakcje kondensacji prowadzono
w obecnoéci K,CO; w temp. pokojowej (DMF) lub w temp. 60-80°C (acetonitryl).
W niektérych przypadkach obserwowano N- i O-alkilowanie laktamu (co zwiazane jest
z mozliwa ich tautomeria) i w tych przypadkach izomery rozdzielano na drodze chroma-
tograficznej lub frakcjonowanej krystalizacji.
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Schemat 1. Metodyka syntezy ligandéw serotoninowych [14-20]
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Badania aktywnoSci in vivo i in vitro

Aktywno$¢ biologiczna zsyntezowanych potaczen byla oceniana standardowo
w dwoch etapach. Pierwszym etapem byly badania in vitro, w ktérych wyznaczano po-
winowactwo (wiazalno$¢) danego liganda (zwiazku) do receptoréw 5-HT,, (wigzalnosé
do receptoréw 5-HT,, [nM] in vitro, okresla stopien wypierania przez dany zwigzek
z homogenatu hipokampu mézgu szczura [HJ-8-OH-DPAT - 8-hydroksy-2-(di-n-propy-
loamino)-tetraliny, liganda selektywnie wigzacego si¢ z tym receptorem) [21]. Wyzna-
czone metodami radioizotopowymi powinowactwo ma gleboki sens fizyczny, zawiera
bowiem informacje o zdolnosci tworzenia kompleksu ligand-receptor. Powinowactwo
lub stala wiazania traktowane sa niemal powszechnie jako proste, liczbowe wskazniki
aktywnosci biologicznej na molekularnym poziomie oddziatywan ligand-receptor. Dla
wybranych, zsyntezowanych przez nas zwiazkéw podano w Tabeli | wyznaczone wia-
zalno$ci do receptoréw 5-HT 4.

Zwiazki o dobrej wigzalnosei do receptoréw 5-HT) 4 (< 50 nM) byly nastepnie bada-
ne in vivo w testach behawioralnych na szczurach (festy behawioralne na szczurach, np.
opadania dolnej wargi, drgan kohiczyn przednich itp., pozwalajq okreslic ich aktywnosé
funkcjonalng, 1j. pre- i postsynaptyczng jako agonistow lub antagonistow receptoréw 5-HT 1)
[22, 23].

Tabela 1. Wiasciwosci wybranych ligandow receptoréw serotoninowych
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Z poréwnania wyznaczonych in vitro wiazalnosci wybranych ligandéw (Tabela 1) wy-
nika, ze generalnie wigksze powinowactwo do receptorow 5-HT), posiadaty polaczenia:
—  z tancuchem czterowgglowym w poréwnaniu do ich analogéw z laficuchem tréj-
weglowym,
— zatomem azotu w poloZeniu ,,beta” wzgledem pierscienia arylowego w terminal-
nych laktamach w poréwnaniu do ich analogdéw, gdzie amidowy atom azotu by}
w potlozeniu ,,alfa”,
—  zugrupowaniem imidowym w poréwnaniu do potaczen amidowych.

Z badan ligandéw in vivo wynika, ze w wielu przypadkach nie obserwuje si¢ ocze-
kiwanego efektu behawioralnego. Wiaza¢ to nalezy z faktem, ze poddawany testom
ligand napotyka w ustroju szczura na bariery zwiazane z jego transportem lub ze przed
dotarciem do receptora ulega metabolizmowi do innych (nieaktywnych) polaczen, lub
w koricu, ze jego struktura przestrzenna nie przyjmuje konformacji aktywne;j.

Budowa receptora serotoninowego

Aby zrozumie¢ i przyblizy¢ nature oddziatywan, ktére maja wplyw na powinowac-
two ligandéw do receptoréw serotoninowych, trzeba wiedzie¢, ze receptory te naleza do
receptoréw zwigzanych z biatkiem G; okresla si¢ je mianem receptoréw blonowych,
gdyz sa one zlokalizowane w btonach komérkowych [27] (Rys. 3). Informacje o ich
strukturze sa ciagle ograniczone. Znana jest zazwyczaj ich pierwszorzedowa struktura,
ktora dla receptorow 5-HT,, tworzy 422 aminokwas6w i jest ona taka sama zarowno
u cztowieka, jak i u szczura.

Chociaz pelna struktura receptora jest nieznana, to jednak pewne elementy jego bu-
dowy, okreslajace sposéb ulozenia w blonie komérkowej, zostaly juz udokumentowane
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doswiadczalnie, gtéwnie przy pomocy wysokorozdzielczej kriomikroskopii elektrono-
wej [28, 29]. W duzym uproszczeniu — hydrofobowa czgs¢ biatka receptora przenika
kilkakrotnie blong komorkowa, tworzac 7 transmembranowych helis, a jej hydrofilowa
czes¢ pozostaje na zewnatrz. Grupie karboksylowej z reszty kwasu asparaginowego
znajdujacego na 3 helisie, przypisuje si¢ kluczowa rol¢ w mechanizmie oddziatywania
ligand-receptor, a jego pierwszym etapem jest wytworzenie wigzania jonowego z proto-
nowanym atomem azotu liganda. W nastgpstwie utworzenia kompleksu aktywnego
wystepujg lokalne zaburzenia konformacyjne receptora, ktére sg przenoszone na biatko
G, co w konsekwencji wptywa na aktywno$¢ wewnetrzna.

NH,
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Rys. 3. Schemat rozlokowania receptora 5-HT, 4 w blonie komorkowej [27]

Przewidywanie wiasciwosci danego zwiazku chemicznego, czy tez zadanie przeciw-
ne, zaprojektowanie zwiazku posiadajacego okreslone wlasciwosci, opiera si¢ na zatoze-
niu, ze budowa przestrzenna czasteczki determinuje jej efekt biologiczny. W przypadku
ligandow z grupy arylopiperazyn istotnymi elementami strukturalnymi, ktére okreslajg
ich ,.aktywna formg” sa:

— atom (atomy) odpowiedzialny za tworzenie wigzania jonowego ligand/receptor,

—  potozenie (planarne, koplanarne badz posrednie) grupy arylowej wzgledem plasz-
czyzny pierscienia piperazynowego,

—  struktura (zgigta badz rozciagnieta) tancucha alkilowego,

—  rodzaj (budowa) terminalnego amidu (imidu) oraz podstawnika arylowego we
fragmencie arylopiperazynowym czasteczki.

Badania Kkrystalograficzne

Jedna z metod okre$lenia przestrzennej budowy zwiazku jest metoda krystalograficz-
na. Nalezy jednak pamietaé, ze metoda dyfrakcyjna monokrysztatu (krystalograficzna)
pozwala na ustalenie jednej z konformacji analizowanej substancji, ktora niekoniecznie
musi byé zgodna z konformacjg dominujaca w innym stanie skupienia. W wielu przy-
padkach ten sam zwiazek moze wystgpowa¢ w réznych formach (polimorfizm), a zmia-
na warunkow krystalizacji prowadzi do inaczej uporzadkowanych czasteczek (inna sy-
metria krysztatu) lub innego rozlozenia atoméw (np. inny tautomer). Stad tez uzyskane
z tej metody wyniki jedynie zblizaja nas do ustalenia ,,aktywnej formy” liganda przy za-
fozeniu, ze konformacja krystalograficzna jest podobna do konformacji jej ,.aktywnej
formy™.
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Z przedstawionego na Rys. 4 monokrysztatu jednego z syntezowanych polaczen
w formie chlorowodorku wynika, ze:

— W wigzaniu jonowym (wodorowym) uczestniczy atom azotu N-4 pierscienia pi-
perazynowego, ktérego zasadowos¢ jest wicksza od atomu azotu zwiazanego
z pierscieniem arylowym,

—  lancuch butylowy posiada rozciagnigta konformacje trans-trans-trans-trans-
trans,

—  pierscien arylowy arylopiperazyny oraz ukifad chinazolinonu s wzgledem siebie
prawie koplanarne,

—  dodatkowo, co nie ma bezposredniego wptywu na ,.aktywna forme™ czasteczki,
analizowany ligand krystalizuje z trzema czasteczkami wody.

Rys. 4. Struktura chlorowodorku m-chlorofenylopiperazynylobutylowej pochodnej chi-
nazolinonu (A) w siatce krystalicznej (B) [30]

Widma '"H NMR

Inna metoda pozwalajaca na ustalenie ,,aktywnej formy™ czasteczki jest metoda pro-
tonowego rezonansu jadrowego, za pomocg ktérej na podstawie stwierdzonych oddzia-
tywan grup protondw w czasteczce mozemy wnioskowac o jej konformacji. W metodzie
tej czasteczke bada sie w rozpuszczalniku, a wiec w $rodowisku zblizonym do $rodowi-
ska, w jakim ligand wiaze si¢ z receptorem.

Przyktadowe widmo liganda (fenylopiperazynylobutylowej pochodnej imidu kwasu
bursztynowego) w formie zasady z zaznaczonymi istotnymi sygnatami NOE przesta-
wiono na Rys. 5 [31]. Z analizy widma wynika, ze w tym przypadku obserwuje si¢ od-
dzialywania protonéw grupy CH, tancucha alkilowego z protonami pierscienia piperazy-
nowego, wzajemne oddziatywanie protonéw grup CH, faficucha alkilowego oraz oddzia-
Iywanie protonéw CH, pierscienia piperazynowego z protonami pierscienia arylowego.
Dowodzi to, ze ligand w formie zasady ma taicuch alkilowy o konformacji ,.zgigtej”,
oraz ze pierscien arylowy jest koplanarny wzgledem plaszczyzny pierscienia piperazy-
nowego. W
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Rys. 5. Dwuwymiarowe widmo (2D NOESY) o-metoksyfenylopiperazynylobutylowej
pochodnej imidu kwasu bursztynowego w formie zasady w CDCl; [31]

W widmie NMR liganda strukturalnie zblizonego do analizowanego powyzej (chlo-
rowodorek o-metoksyfenylopiperazynylobutylowej pochodnej imidu kwasu bursztyno-
wego) oddziatywan takich nie obserwuje sig, co sugeruje inng jego konformacje, ktéra
charakteryzuje ,,rozciagniety” lancuch alkilowy oraz ,skrecone” polozenie pierscienia
arylowego wzgledem plaszczyzny pierscienia piperazynowego.

Widma masowe +ES

Kolejng metoda okreslenia struktury liganda w jego ..aktywnej formie” jest metoda
bazujaca na wynikach uzyskanych z pomiaréw ESI-MS. Technikg ,.electrospray” (ES),
nazywang migkka technika jonizacji, stosuje si¢ gtéwnie do wyznaczenie mas czastecz-
kowych substancji nawet do kilku tysigcy Da, co ma duze znaczenie przy ustalaniu
struktury biatek. Technika ta pozwala takze na ustalenie budowy zwiazkow, ktére two-
rzg niekowalencyjne kompleksy w wyniku oddziatywan jonowych [32, 33].
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Widma masowe zsyntezowanych ligandow, wykonane w dodatniej jonizacji (+ES),
dowodza, ze widma ligandow w formie zasady sa rézne od ich widm w formie chloro-
wodorkéw. W widmach masowych ligandéw w formie zasady, bez wzgledu na ich bu-
dowe, obserwuje si¢ jedynie jony odpowiadajace ich nominalnym masom czasteczko-
wym (MH"). W widmach ligandéw w formie chlorowodorkéw zauwazono, ze w niekt6-
rych przypadkach detektuje si¢ réwniez jony, o masach zdecydowanie wigkszych od ich
mas czasteczkowych. I tak np. w widmie buspironu (Rys. 6) oprécz jonu MH" (m/z 386),
odpowiadajacemu masie czasteczkowej zasady buspironu, obecny jest jon o m/z 807. Na
podstawie analizy widma kolizyjnego (MS/MS) oraz intensywnosci wzglednej pikow
izotopowych jonu o m/z 807 ustalono, ze w skiad tego jonu wchodzi jeden atom chloru
oraz ze masa 807 odpowiada jonowi kompleksowemu o skfadzie 2(MH)'CI". Nature
tworzenia si¢ takich jonéw wiazano z mozliwosciq wystgpowania wigzania jonowego
pomigdzy dwoma sprotonowanymi zasadami buspironu (MH") a anionem CI". Nie
wszystkie jednak analizowane ligandy w formie chlorowodorkéw tworzyly takie kom-
pleksy. Z przedstawionych w Tabeli 1 przyktadow wynika, ze ligandy z czteroweglo-
wym fanicuchem alifatycznym tworzyly kompleksy, w odrdznieniu od potaczen z fancu-
chem weglowym o trzech atomach wegla. Z wykonanych pomiaréw wynika rowniez, ze
sktad (masa) kompleksu nie zalezy od tego, czy czasteczka jest mono-, czy dichlorowo-
dorkiem, jak réwniez od warunkéw wykonania analizy, tj. rodzaju rozpuszczalnika za-
stosowanego w pomiarze. Takie same bowiem kompleksy obserwowano w metanolu ja-
ko rozpuszczalniku jak réwniez w jego mieszaninie z wodg czy acetonitrylem.

SPEC: kowal6l Elapse: 03:07.1 6
Samp: Buspirone Start : 10:25:32 18

P
Mode: ESI +VE +WMR BSCAN (EXP) UP PROF NRY Study :  EI - dip
Oper: Surre Inlet
Base: 386.0 Inten : 4521951 Masses: 100 > 1500
Norm: 386.0 RIC 37165672 W#peaks: 3488
Peak: 1000.00 mmu
Accu: 1> 4
Ix2 1
T 386.0 _Eeo7
1.50
M+HJ
[ I o
=N N
N :
80 /> — NN
<\ A
xHC o
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60 4
40 4
[ZMH*. CT ]+
34 80,5
122.4 247.9 408.1 523.3 669.4 865.4 25.3 1048.7 1209.7 1291.9 1464.7
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Rys. 6. Widmo masowe (+ES) chlorowodorku buspironu
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Efekt tworzenia lub nietworzenia kompleksow przez analizowane ligandy w formie
chlorowodorkéw wiazano w giownej mierze z efektami sterycznymi wywotanymi przez
obecny w czasteczee uktad amidowy (imidowy) zwiazany z krétszym (tréjczionowym)
lub diuzszym (czterocztonowym) faricuchem alkilowym. Aczkolwiek efektu tworzenia
komplekséw nie nalezy przektada¢ wprost na efekt wiazalnosci do receptorow badanych
ligandéw, daje sie jednak zauwazy¢, ze ligandy ,.czteroweglowe” wiaza si¢ lepiej od ich
analogéw ,.trojweglowych™ (Tabela 1), co mozna tlumaczyé¢ tym, ze efekty, ktore de-
terminuja obserwacje zjawisk w widmach ESI-MS badanych ligandéw mogg wywiera¢
réwniez pewien wplyw na ich zréznicowane powinowactwo do receptorow.

Z prezentowanych powyzej badan krystalograficznych wynika, ze wodor (proton)
wiaze si¢ w ligandzie z atomem azotu N-4 piperazyny i takq tez struktur¢ ma prawdopo-
dobnie fragment MH" w kompleksie 2(MH) CI” obserwowanym w widmie masowym.
Majac na uwadze fakt, ze rdzen alkiloarylopiperazyny w ligandach mozna odnies¢ do
trietyloaminy oraz ze sole (HCI, HBr, HI) trietyloaminy tworza kompleksy o identycz-
nych sktadach jak chlorowodorki ligandéw, wptyw i rodzaj wiazania jonowego na struk-
ture i efekt stabilizacji komplekséw 2(MH)CI” w ligandach odniesiono do analiz wyko-
nanych dla chlorowodorku trietyloaminy. Z wykonanych obliczen (DFT) wartosci ciepta
tworzenia strukturalnie réznych kompleksow 2(MH) CI” chlorowodorku trietyloaminy
(Tabela 2) wynika, ze najnizszg energie posiada kompleks z zaangazowanymi dwoma
wigzaniami wodorowymi w czasteczce (Ia) w poréwnaniu do struktur o innym oddzia-
fywaniu jonowym [26].

Tabela 2. Wartodci ciepta tworzenia strukturalnie réznych komplekséw 2(MH) CI”
chlorowodorku trietyloaminy obliczone metoda DFT [26]
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Konformacje gietkie i usztywnione

Do najnowszych badan, ktore zblizajg nas do oznaczenia konfiguracji czasteczki
o okre$lonym profilu dzialania, sa badania na zwiagzkach o ograniczonej swobodzie kon-
formacyjnej taricucha weglowodorowego, laczacego amid (imid) z arylopiperazyna. Na
Rys. 7 przedstawiono ligand z tancuchem butylowym (A) oraz jego strukturalny analog
z pierscieniem cykloheksylowym (B), w ktorych ilosci atoméw wegla dzielace ugrupo-
wanie imidowe od arylopiperazynowego sa takie same i wynosza cztery atomy. Postsy-
naptyczny antagonizm obserwowany dla obydwu polaczen sugeruje, ze konformacja wy-
wolujaca ten efekt przez ligand A jest jego konformacja ,.zgieta™, zblizona strukturalnie
do B.

postsynaptyczny antagonista postsynaptyczny antagonista
A B
Rys. 7. Wiasciwosci behawioralne strukturalnie zblizonych ligandéw A i B

Natomiast badania wiazalnosci do receptoréw 5-HT,, liganda z fancuchem butylo-
wym (A) (Rys. 8) i jego strukturalnych analogéw ,.trans” (B) i ,, cis” (C) sugeruja, ze
dobry efekt wiazalnosci liganda A (32 nM) wywolany jest przez jego konformacje ,,roz-
ciagniety”, zblizong do struktury ,.trans” (B) (31 nM). Badania nad zaleznoscig konfor-
macja—aktywnos¢ ligandow receptoréw 5-HT), sa przedmiotem realizowanego obecnie
grantu, przyjetego do finansowania przez KBN w latach 20022004 (nr rej. 3 POSF 012 23).

?1\« qv\« h

e}
32 [nM] 31 |nM] 148 InM]
A B C

Rys. 8. Wiazalno$¢ do receptoréw 5-HT strukturalnie zblizonych ligandéw A, Bi C
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Podsumowanie

Przedstawione w pracy metody i sposoby ustalenia ,,aktywnej formy” arylopiperazy-
nowych ligandéw receptoréw serotoninowych 5-HT,, w wielu przypadkach daja niejed-
noznaczne, a czasami wrecz sprzeczne wyniki. Problemy w ustaleniu ,,aktywnej formy”
ligandéw z tej grupy zwiazkéw sa przedmiotem wielu prac naukowych, o czym szeroko
traktuje praca przegladowa Lopez-Rodriguez [1]. Gléwnym problemem, jaki napotyka
sie w tym przypadku, jest brak wiedzy o strukturze 3D receptora 5-HT 4.

Aczkolwiek celem naszych badan nie bylo znalezienie nowego leku, badania beha-
wioralne na szczurach wybranych zwiazkéw pozwolily ustali¢, ze np. m-chlorofenylo-
piperazynylobutylowa pochodna chinazolinonu (A) posiada dzialanie przeciwlekowe
zblizone do diazepamu [20], a pochodna benzoksazynonu (B) dziatanie przeciwlekowe

i przeciwdepresyjne [16] (Rys. 9).
o
I§N

dzialanie anksjolityczne

N N AN
— R &
a
SesIE
o

dzialanic anksjolityczne
i przeciwdepresyjne

Rys. 9. Aktywno$¢ farmakologiczna wybranych ligandow [16,20]
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Piotr Kowalski

ARYLPIPERAZINES — LIGANDS OF SEROTONIN
RECEPTORS 5-HT,

Abstract: Arylpiperazines belong to one of the groups of serotonin 5-HT ;4
receptor ligands. Serotonin (5-hydroxytryptamine), is a neurotransmitter which
plays an important role in the Central Nervous System. Structure-activity rela-
tionship studies of synthesized serotonin receptor ligands are based on results of
in vitro and in vivo activities. /n vitro activity, the most important source of the
information, is the measure of ligands affinity for a target receptor, evaluated in
the displacement experiments with specific radioligands (e.g. [*H]-8-OH-DPAT
for 5-HT\, sites). Based on the in vitro results, selected ligands (with affinity up
to 50 nM) are tested in vivo in mice and rats, what allows their functional charac-
teristics (agonistic and antagonistic properties) at pre- and postsynaptic 5-HT)
receptors.

The understanding of the mechanism of ligand-receptor interaction at the
molecular level requires the knowledge about ligand’s bioactive conformation,
3-dimensional structure of the receptor and ligand-receptor complex. Although
the 3-dimensional structure of the receptor, and its complex with ligand are still
unknown, mutagenic experiments provided some information about possible
mode of ligand-receptor interactions. Generally, the present state of science in
this field allows us to form the hypothetical models only.

Buspirone is one of the most thoroughly investigated 5-HT, 4 receptor ligand,
which possesses a high affinity and selectivity for the other subtypes of serotonin
receptors. Thus, a majority of the new ligands, synthesized in our laboratory were
based on the buspirone structure. Activity of those compounds was evaluated in
in vitro and in vivo tests. The 3-dimensional structures in solid state were ob-
tained from the crystallographic data, whereas NMR methods were used to study
conformations in the solution. The steric effects that may be important for the
ligands affinity were analyzed using ESI-MS. Recently, ligands with the limited
conformational freedom were synthesized and pharmacologically evaluated.
Ligands of this type are important tools for modeling ligand—receptor inter-
actions.
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