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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Selektywne leki skierowane na jeden cel biologiczny okazuja sie czesto nieskuteczne w le-
czeniu schorzeti o ztozonym patomechanizmie, np. choroby Alzheimera, co sktania badaczy
do projektowania ligandéw wielofunkcyjnych, tj. czasteczek zdolnych do oddziatywania
z kilkoma wybranymi celami biologicznymi. W pracy przedstawiono zarys koncepcji pro-
jektowania leku wielofunkcyjnego oraz przyktady zastosowania tej metody w poszukiwaniu
leku w terapii choroby Alzheimera. W projektowaniu ligandéw wielofunkcyjnych opartym
na wiedzy selektywne ligandy réznych celéw biologicznych taczy sie w jedng czgsteczke.
W strategii wykorzystujacej badania przesiewowe biblioteki zwiazkéw sg poddawane te-
stom oceniajacym ich aktywno$é wobec wybranych celéw biologicznych, w celu znalezienia
czasteczki o pozadanym profilu farmakologicznym. Istnieje réwniez mozliwo$¢ otrzymy-
wania ligandéw wielofunkcyjnych przeprowadzajac selektywng optymalizacje ubocznej
aktywnosci leku i przeksztatcajac ja w aktywno$é gtéwna, z jednoczesnym zmniejszeniem
lub catkowitym usunieciem pierwotnej aktywnosci. Rodzaj zastosowanej strategii projek-
towania ligandéw wielofunkcyjnych oraz celéw biologicznych wplywa na ich parametry
tizykochemiczne i wladciwosci farmakokinetyczne. Choroba Alzheimera jest wieloczynni-
kowg chorobg neurodegeneracyjng w obrebie o§rodkowego uktadu nerwowego, zwiazana
z powstawaniem wewnatrz neurondéw splatkéw neurofibrylarnych, tworzonych przez hi-
perfosforylowane biatko t oraz zewngtrzkomérkowych ztogéw p-amyloidu (tzw. blaszek
starczych). Aktualna terapia choroby obejmuje leki o dziataniu objawowym poprawiajace
neuroprzekaznictwo cholinergiczne lub hamujace receptory glutaminianergiczne. W li-
teraturze jest opis licznych przyktadéw zwigzkéw, ktére w testach in vitro okazaly sie li-
gandami wielofunkcyjnymi. Wiekszo$¢ to pochodne lekéw o wtasciwosciach hamujacych
cholinoesterazy, zdolne takze do hamowania agregacji Ap oraz wykazujace dziatanie neu-
roprotekcyjne w testach cytotoksyczno$ci wywolanej Ap.
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Summary

Selective drugs directed at a single biological target often prove ineffective in the treatment
of diseases with a complex pathomechanism, e.g. Alzheimer’s disease (AD). This situation
prompts researchers to design multi-target-directed ligands (MTDLs), capable of interacting
with a number of selected biological targets. The paper outlines the concept of the multi-target-
directed ligand design and examples of its use in the search of a cure for AD. In the knowledge-
based approach for designing MTDLs, selective ligands of different targets are combined in
one molecule. In the screening-based approach, libraries of compounds are screened against
selected targets, which allows one to find molecules with a desirable pharmacological profile.
It is also possible to obtain multifunctional ligands by performing optimization of a drug with
known side activity and transforming it into the main activity, with a simultaneous decrease
or complete removal of the original activity. The type of biological targets and applied MTDL
design strategy affect the physicochemical and pharmacokinetic properties of the resulting
molecules. AD is a multifactorial neurodegenerative disease of the central nervous system as-
sociated with the formation of neurofibrillary tangles within neurons, formed by the hyper-
phosphorylated t proteins, and extracellular $-amyloid deposits (senile plaques). Current AD
therapy comprises symptomatic drugs that enhance cholinergic neurotransmission or inhibit
glutamate receptors. The literature provides numerous examples of compounds which proved
in in vitro tests to be multifunctional ligands. Most of them are derivatives of cholinesterase-
inhibiting drugs, also capable of inhibiting the aggregation of AP and showing neuroprotective
effects in Ap-induced cytotoxicity assays.
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ktéra od wielu lat dominuje w chemii lekéw. Zrédlem tej

strategii sa osiggniecia biologii molekularnej, zwigzane

W ostatnich latach zmieniato sie podejscie do projek-
towania lekdéw, ktére wynika z cigglego poszerzania sie
wiedzy na temat molekularnych podstaw funkcjonowania
zywych organizméw. Chemia medyczna ze wzgledu na
swdj interdyscyplinarny charakter podlega dynamiczne-
mu rozwojowi, ale jednoczesnie staje przed coraz trud-
niejszymi wyzwaniami, wérdd ktérych wymienié mozna
poszukiwanie lekéw na choroby o ztozonej etiologii oraz
konieczno$¢ zapewnienia bezpieczeristwa farmakoterapii.

Obecnie obserwuje sie wyrazny spadek liczby nowych le-
kéw, ktére pomyslnie przechodzg przez badania klinicz-
ne i sg nastepnie wprowadzane do terapii. Najczestszymi
przyczynami takiego stanu rzeczy sa: brak potwierdze-
nia skuteczno$ci dziatania u czlowieka oraz toksyczno$é
badanych zwiazkéw. Stawia to pod znakiem zapytania
stuszno$¢ strategii ,,jeden lek - jeden cel biologiczny”,

zidentyfikacja genéw i produktéw ich ekspresji, lezacych
u podstaw patologicznych zmian w funkcjonowaniu orga-
nizmu cztowieka. Podstawowym zatozeniem w podejsciu
jeden lek - jeden cel biologiczny” jest otrzymanie ligan-
da o duzej selektywnosci, ktérego budowa zapewniataby
duze powinowactwo tylko do jednego celu biologicznego,
przy jednoczesnym ograniczeniu mozliwo$ci wywolywa-
nia dziatan niepozadanych, wynikajacych z wiazania do
innych celéw biologicznych [12].

Cho¢ stosowanie wspomnianej wyzej strategii przyczy-
nito sie do stworzenia wielu skutecznych lekéw stosowa-
nych obecnie w licznych schorzeniach, to jednak wciaz
istnieja choroby, na ktére jak dotad nie udalo sie znalez¢
odpowiedniego leku [27]. Szczegdlnie trudno jest odkry¢
skuteczny lek w terapii chordb o zlozonej etiologii jak
choroby nowotworowe, czy wiele chordéb osrodkowego
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uktadu nerwowego, w tym chorobe Alzheimera. W pracy
przedstawiono koncepcje projektowania leku wielofunk-
cyjnego oraz przyktady jej zastosowania w poszukiwaniu
leku w terapii choroby Alzheimera.

OD LEKU SELEKTYWNEGO DO LIGANDA WIELOFUNKCYINEGO (LEKU
WIELOCELOWEGO)

Analiza réznych potaczen (sieci) biologicznych np. we-
whnatrzkomérkowych, mozliwa dzieki zastosowaniu na-
rzedzi bioinformatycznych, wskazuje, ze niejednokrotnie
sg one odporne na zmiany w obrebie pojedynczych we-
ztéw tych sieci (np. enzyméw) [37]. Potaczenie tych ob-
serwacji z tym, ze wiele schorzen (m.in. nowotwory czy
choroby o$rodkowego uktadu nerwowego) wykazuje zto-
zony patomechanizm, stanowi wytlumaczenie, dlaczego
selektywne leki, skierowane na jeden cel biologiczny, oka-
zujg sie czesto nieskuteczne w leczeniu tych choréb [16].

Wiele ze stosowanych obecnie w terapii lekéw, cho¢ za-
projektowanych jako leki selektywne, oddziatuja we-
wnatrz organizmu z wieloma makrobioczasteczkami,
przez co maja ztozony mechanizm dziatania, ale takze
czesto korzystny profil terapeutyczny. Kwas acetylosali-
cylowy, powszechnie stosowany lek z grupy niesteroido-
wych lekéw przeciwzapalnych, oprécz dziatania przeciw-
bélowego i przeciwzapalnego, wykazuje takze aktywno$é
przeciwplytkowa, co sprawia, ze lek stosuje sie réwniez
m.in. w profilaktyce choroby niedokrwiennej serca [5].
Bardzo czesto wielokierunkowe dziatanie czasteczki leku
odpowiada za pozadany skutek terapeutyczny. Klasycz-
nym przyktadem sa leki dziatajace w obrebie o§rodkowe-
go uktadu nerwowego, wéréd ktérych najskuteczniejsze
okazuja sie zwigzki o ztozonym profilu farmakologicznym
[35]. Wybrane przyktady lekéw zostang oméwione w dal-
szej czesci pracy.

Oddziatlywanie na kilka celéw biologicznych jest obecnie
podstawa efektywnej terapii zakazenia wirusem HIV. Pa-
cjentom zarazonym wirusem HIV podaje sie kilka réznych
substancji czynnych, ktére réznia sie mechanizmem dzia-
tania. Strategia ta, znana jako ,,wysoce aktywna terapia
przeciwretrowirusowa”, HAART (highly active antiretro-
viral therapy), pozwala na zmniejszenie liczebnosci wi-
rusaw organizmie cztowieka. Wéréd stosowanych zwiaz-
kéw mozna wymieni¢ nukleozydowe i nienukleozydowe
inhibitory odwrotnej transkryptazy, inhibitory proteaz,
integraz oraz inhibitory wchtaniania wirusa HIV do wne-
trza komérek [38].

Konieczno$¢ oddziatywania na kilka celéw biologicznych,
aby zapewni¢ skuteczno$¢ terapii, mozna realizowaé na
trzy sposoby, przez podawanie pacjentowi:

« kilku lekéw réwnoczeénie w postaci osobnych postaci
leku/preparatéw,

* preparatu ztozonego, sktadajacego sie z kilku substancji
aktywnych w jednej postaci leku,

« leku, ktérego struktura pozwala na jednoczesne oddzia-
tywanie z kilkoma istotnymi z terapeutycznego punktu

widzenia celami biologicznymi, nazywanego ligandem
wielofunkcyjnym [26,27].

Poniewaz stosowanie kilku substancji aktywnych jedno-
cze$nie wiaze sie ze ztozona farmakokinetyka oraz farma-
kodynamika, a takze ryzykiem wystgpienia niebezpiecz-
nych dla pacjenta interakcji, ostatnie z wymienionych
podejsé, bazujace na ligandzie wielofunkcyjnym, wydaje
sie szczegélnie atrakcyjne [27].

Czasteczki, ktére okresla sie jako ligandy wielocelowe
lub wielofunkcyjne, mozna odnalez¢é w naturze. Przykta-
dem mogg by¢ bleomycyny, antybiotyki glikopeptydo-
we o dziataniu cytostatycznym wytwarzane przez szczep
Streptomyces verticillus. Zwigzki te sa zbudowane z siedmiu
reszt aminokwasowych i dwéch monosacharydéw, L-glu-
kozy oraz D-mannozy. Poszczegdlne elementy struktu-
ry bleomycyny umozliwiaja czasteczce: penetracje do
komérki, zwigzanie sie z DNA, a nastepnie wywotanie
pekniecia dwuniciowej czasteczki DNA na skutek genero-
wania reaktywnych form tlenu przez zwiazek chelatowy
bleomycyna-Fe? [29,38].

KONCEPCJA LIGANDA WIELOFUNKCYINEGO

Autorzy najwazniejszych artykuléw poswieconych kon-
cepdji liganda wielofunkcyjnego, Morphy i Rankovic [27]
proponujg termin designed multiple ligand (DML), czyli
w dostownym tlumaczeniu zaprojektowany ligand wielo-
krotny. Podstawowe wydaje sie tu okreslenie ,,designed”,
ktére wskazuje, ze DML zostaly celowo zaprojektowane
tak, aby oddziatywa¢ z kilkoma wybranymi celami biolo-
gicznymi, w odréznieniu od zwiazkéw nieselektywnych,
ktérych ztozony profil farmakologiczny jest niezamie-
rzonym skutkiem oraz czesto zrédtem powaznych dzia-
taf niepozadanych [27]. W literaturze sg uzywane takze
inne okre$lenia na DML, wéréd ktérych mozna wymienic:
multi-target-directed ligands, multiple-binding ligands,
dual ligands, multifunctional drugs. W artykule stosuje
sie okreslenie ligandy wielofunkcyjne ktére wystepuje
oprécz innych okresler, takich jak leki wielocelowe lub
leki wielofunkcyjne.

Strategie projektowania lekéw wieloligandowych

Wspomniani wcze$niej Morphy i Rankovic, w pracy po-
$wieconej ligandom wielofunkecyjnym [27], opisuja dwie
strategie projektowania lekéw:

« strategia oparta na wiedzy (knowledge-based approach,
okreslana takze jako framework combination),

» strategia wykorzystujaca badania przesiewowe (scre-
ening approach).

Strategia oparta na wiedzy

Strategia oparta na wiedzy wykorzystuje znajomo$¢ ak-
tywnosci biologicznej okreslonych zwiazkéw. Polega na
wybraniu dwéch selektywnych ligandéw, z ktérych kaz-
dy oddziatuje z innym celem biologicznym, a nastepnie
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potaczeniu ich w jedna czasteczke. Niezbedna jest tutaj
jednak znajomos$¢ farmakoforéw obu selektywnych li-
ganddw, gdyz gwarantuja aktywnos¢ kazdego z ligandéw
wobec okreslonego celu biologicznego i muszg by¢ obec-
ne w projektowanym ligandzie wielofunkcyjnym. Dzieki
temu moze wykazywac aktywno$¢ podobna do czgsteczek
wyj$ciowych, na bazie ktérych zostat stworzony. Na ryci-
nie 1 przedstawiono schematycznie, w jaki sposéb moga
by¢ taczone fragmenty dwéch selektywnych ligandéw
A 1B, w celu otrzymania liganda wielofunkcyjnego.

®
/N
o O @

linked fused merged

Ryc. 1. Strategia taczenia dwdch selektywnych ligandéw, A i B, w ligand
wielofunkcyjny (dwufunkcyjny). Opracowano na podstawie [10].
Potaczone za pomoca tacznika (linked), ,zrosniete, stopione”
(fused), ,przenikajace s, zmieszane” (merged)

taczniki wykorzystywane do faczenia dwéch fragmentéw
czasteczek mogg by¢ w warunkach metabolizmu w ustro-
ju trwate lub tez zaprojektowane tak, by pod wptywem
enzymow ulegal rozszczepieniu prowadzacemu do uwol-
nienia dwdch czgsteczek, mogacych dziataé nastepnie nie-
zaleznie od siebie na odrebne cele biologiczne. Jako trwate
taczniki stosuje sie taricuchy alkilowe lub fragmenty ary-
lowe, ktére moga réwniez by¢ elementem odpowiedzial-
nym za dodatkowa lub zwiekszong aktywnos¢ catej cza-
steczki. kaczniki ,,degradowalne” najczesciej opieraja sie
na wigzaniu estrowym, ktére w warunkach ustrojowych
jest tatwo hydrolizowane przez obecne w osoczu esterazy
[25,32]. Przyktady zwigzkéw wielofunkcyjnych zaprojek-
towanych z wykorzystaniem facznikéw oméwiono w dal-
szej czesci artykutu, w rozdziale po§wieconym ligandom
wielofunkcyjnym w leczeniu choroby Alzheimera.

Za szczeg6lnie interesujace mozna uznaé ligandy wielo-
funkeyjne ,,zroéniete, stopione” i, przenikajace sie, zmie-
szane”, ktérych czasteczki maja wspélne czesci odpowie-
dzialne za aktywno$¢, a ich struktura powstaje w wyniku
wykorzystania fragmentéw farmakoforowych. Otrzyma-
nie takich zwigzkéw hybrydowych pozwala nie tylko po-
prawi¢ ich aktywno$¢, ale takze korzystnie wptynaé na
parametry farmakokinetyczne, zblizone do wykazywa-
nych przez stosowane w terapii leki [2]. Przyktadem leku
stosowanego obecnie w terapii, ktéry zostal zaprojekto-

wany z wykorzystaniem koncepcji lekéw wieloligando-
wych, jest zyprazydon, odkryty przez naukowcéw z firmy
Pfizer. Zwigzek jest stosowany w schizofrenii, ktéra wigze
sie z zaburzeniami przekaznictwa dopaminergicznego,
zwlaszcza ze zwiekszona aktywno$cia dopaminergiczna
w szlaku mezolimbicznym. Blokowanie receptoréw D,
przez stosowanie antagonistéw tych receptoréw od lat
jest podstawowg strategig w leczeniu schizofrenii [24].
Pierwszg grupa lekéw stosowanych w leczeniu chorych
schizofrenikéw byli selektywni antagonisci receptoréw
D,, np. haloperydol, wykazujacy dziatanie na objawy pozy-
tywne (np. urojenia), bez wptywu na objawy negatywne,
takie jak np. wycofanie spoteczne. Stosowanie halopery-
dolu powodowato wystapienie tzw. objawéw pozapirami-
dowych (EPS, extrapyramidal syndrome), objawiajace sie
zaburzeniami motoryki ciata. W przeciwieristwie do halo-
perydolu, klozapina, zaliczana do tzw. atypowych lekéw
przeciwpsychotycznych, nie wywotuje objawéw pozapi-
ramidowych, jednoczes$nie dziatajac zaréwno na objawy
pozytywne jak i negatywne schizofrenii [25]. Atypowe
leki przeciwpsychotyczne cechuje zdolno$¢ do blokowa-
nia zaréwno receptoréw 5-HT, jak i D,. Zgodnie z jedna
z teorii thumaczacych dziatanie atypowych lekéw prze-
ciwpsychotycznych, wysoki stosunek aktywnosci 5-HT,/
D, odpowiada za ich ,,atypowos$¢”. Antagonizm w stosun-
ku do receptoréw 5-HT, moze zwiekszal neurotransmisje
dopaminergiczna w szlaku nigrostriatalnym, zmniejszajac
tym samym ryzyko wystapienia objawéw pozapiramido-
wych [24]. Wspomniany wczesniej zyprazydon, nalezacy
do atypowych lekéw przeciwpsychotycznych, zostat za-
projektowany przez polaczenie endogennego agonisty
receptora D,, dopaminy, z duzym, lipofilowym ugrupo-
waniem antagonisty receptora 5-HT,, 1-naftylopipera-
zyny. Takie potaczenie umozliwito zmiane aktywnosci
agonistycznej dopaminy wobec receptora D, w aktyw-
no$¢ antagonistyczng, niezbedna w schizofrenii [25]. Na
rycinie 2 przedstawiono schemat sposobu projektowania
czasteczki zyprazydonu.

W procesie optymalizacji strukture oznaczona na ryc. 2
numerem 1, bedaca ligandem receptoréw 5-HT i dopa-
minergicznych [30], poddano modyfikacji polegajacej na
zamianie grupy naftylowej na ugrupowanie 1,2-benzo-
izotiazolu oraz wprowadzenie atomu chloru w pozycji 6
pierscienia 2,3-dihydroindol-2-onu. Zyprazydon mozna
uznaé za ,,zro$niety” typ liganda wielofunkcyjnego, ze
wzgledu na naktadanie sie wyjéciowych czasteczek wy-
tacznie w miejscu jednego atomu azotu [25].

Czagsteczka ladostigilu (TV-3326), zaprojektowana jako
potencjalny lek na otepienie i depresje towarzyszace cho-
robom neurodegeneracyjnym, jest dwufunkcyjnym li-
gandem typu ,,przenikajacego sie” (ryc. 3). W czasteczce
wystepujag podstawowe dla aktywno$ci elementy struk-
turalne rywastygminy i razagiliny (Azilect’), odpowied-
nio fragment karbaminianowy i aminoindanowy [2].
Rywastygmina, znany lek stosowany w terapii choroby
Alzheimera (AD, Alzheimer’s disease), jest inhibitorem
cholinoesteraz: acetylocholinoesterazy i butyrylocholino-
esterazy. Zwigzek ten w $wietle badan naukowych wpty-
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ligand receptoréw 5-HT
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Ryc. 2. Projektowanie liganda dwufunkcyjnego na przyktadzie zyprazydonu [14]

O
O)LTACH3
CHs
cH, F NH
N/
~
CHj \\
CHs3
rywastygmina razagilina

CH

f—

o)
H3C//\\N/JL\O//[::::[::E>
éH3 NH\\\
W,

ladostigil

Ryc. 3. Ladostigil jako przyktad liganda,,przenikajacego sie” [10]

wa korzystnie na zaburzenia zachowania u pacjentéw
z AD lub otepieniem z ciatami Lewy’ego (DLB, dementia
with Lewy bodies) [42]. Razagilina jest nowym lekiem
stosowanym w leczeniu chorych z chorobg Parkinsona
(PD, Parkinson’s disease), a jej dziatanie polega na nie-
odwracalnym blokowaniu monoaminooksydazy, gtéwnie
jej odmiany B (MAO-B). W odréznieniu od rywastygminy
wykazuje takze wlasciwosci neuroprotekcyjne, wynika-
jace z jego zdolnosci do aktywacji enzyméw antyoksy-
dacyjnych (takich jak dysmutaza ponadtlenkowa) oraz
zapobiegania spadkowi potencjatu blonowego w mito-
chondriach, powodowanego przez reaktywne formy tlenu
w warunkach stresu oksydacyjnego [42,43]. Za dzialanie
odpowiada ugrupowanie propargilowe [43]. Ladostigil za-
wiera w swojej strukturze ugrupowanie karbaminianowe
pochodzace od rywastygminy, odpowiedzialne za zdol-
no$¢ do hamowania cholinoesteraz, ktére wprowadzo-
no w pozycje 6 pierscienia aminoindanowego razagiliny.
Powstaly ligand dwufunkcyjny taczy w sobie aktywno$é
charakterystyczna dla rywastygminy i razagiliny. Hamuje
cholinoesterazy, dziata neuroprotekcyjnie dzieki obec-
nosci ugrupowania propargilowego, a przez hamowanie
zaréwno MAO-B jak i MAO-A, ma wlasciwosci przeciwde-

presyjne, aczkolwiek jest stabszym inhibitorem MAO-B
w poréwnaniu z razagiling [42].

STRATEGIA WYKORZYSTUJACA BADANIA PRZESIEWOWE

Omoéwiona dotad strategia projektowania lekéw wielo-
ligandowych, oparta na wiedzy, polegata na tworzeniu
struktur hybrydowych ze zwiazkéw o znanej aktywno$ci
biologicznej. W strategii wykorzystujacej badania prze-
siewowe, biblioteki zwigzkéw sg poddawane testom oce-
niajacym ich aktywno$¢ wobec wybranych celéw bio-
logicznych, co pozwala na znalezienie odpowiedniego
kandydata, cechujgcego sie pozadanym profilem farma-
kologicznym. Ze wzgledu na rodzaj badanych bibliotek
mozna wyrdzni¢ dwa podejscia, ktére omdéwiono nizej.
W rozwazaniach przyjeto, ze poszukiwany lek ma wykazy-
wad aktywno$¢ wobec dwéch celéw molekularnych: AiB.

Badaniu przesiewowemu mozna poddaé biblioteke skta-
dajaca sie z duzej liczby bardzo réznorodnych, wezesniej
zsyntetyzowanych zwiazkéw. Poszukiwanie zwigzkéw ak-
tywnych prowadzi sie w oparciu o wysokosprawne bada-
nie przesiewowe (HTS, high-throughput screening) wobec
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Tabela 1. Poréwnanie dwdch gtéwnych strategii projektowania ligandéw wielofunkcyjnych. Opracowano na podstawie [10]

Strategia oparta na wiedzy

Strategia wykorzystujaca badania przesiewowe

Umotzliwia przewaznie stworzenie tylko ligandow dwufunkcyjnych

Pozwala na otrzymanie ligandéw wielofunkcyjnych, dziatajacych na wiecej
niz dwa cele biologiczne

Wymaga znajomosci selektywnych ligandow dla wybranych celow
biologicznych

Moze by¢ zastosowana, gdy nie s3 znane selektywne ligandy

Mozliwe jest znalezienie liganda wielofunkcyjnego wiazacego sie do
niespokrewnionych celow, ktdrych ligandy réznig sie farmakoforami,
poprzez potaczenie tych ligandow tacznikiem

Istnieje niewielkie prawdopodobienstwo znalezienia odpowiedniej
czasteczki wigzacej sie do niespokrewnionych celéw, ktdrych ligandy réznia
sie farmakoforami

Utrzymanie aktywnosci liganda moze by¢ trudne przy taczeniu go z
ligandem skierowanym na inny cel biologiczny

Ligand wytoniony w badaniach przesiewowych jest wielofunkcyjny, ale jego
aktywnos¢ wobec poszczegdinych celéw biologicznych moze by¢ niewielka

Otrzymane ligandy wielofunkcyjne moga cechowac sie zbyt duza masa
zasteczkowa i niekorzystnymi parametrami farmakokinetycznymi

Wytonione w badaniach ligandy wielofunkcyjne cechuja sie czesto
korzystnymi wtasciwosciami fizykochemicznymi i farmakokinetycznymi

wybranych celéw biologicznych A i B, po czym zwigzki
porzadkuje sie zgodnie z ich aktywnoscia [27].

W celowanym badaniu przesiewowym (focused scre-
ening) zwigzki, ktére sa znane z aktywnos$ci wobec jed-
nego z celéw biologicznych, np. A, sag badane pod katem
aktywnos$ci wobec celu B. Niewielka aktywno$¢ wobec B
nie oznacza od razu, ze zwiazek taki nie moze sta¢ sie li-
gandem dwufunkcyjnym, gdyz mozliwe jest wprowadze-
nie pewnych modyfikacji strukturalnych na podstawie
znajomosci selektywnych ligandéw B, ktére zapewnia
zwiazkowi silniejsze wigzanie do B [27].

Wytonione w badaniach HTS lub focused screening naj-
bardziej aktywne zwigzki przechodza do fazy ,,zwiagzek
aktywny - struktura wiodgca” (hit-to-lead), w ktérej ich
struktury sg optymalizowane.

W tabeli 1 przedstawiono poréwnanie oméwionych stra-
tegii projektowania ligandéw wielofunkcyjnych.

Warto jeszcze wspomnieé o strategii selektywnej optymali-
zacji dziata niepozadanych leku (SOSA, selective optimiza-
tion of side activities), ktéra moze by¢ wykorzystana w po-
szukiwaniu ligandéw wielofunkcyjnych [12]. Wiekszo$¢
stosowanych obecnie w terapii lekéw wykazuje dziatania
niepozadane, bedace skutkiem ich oddziatywania z innymi
celami biologicznymi, czesto niezwigzanymi z gléwnym ce-
lem molekularnym leku. Zdolno$¢ wigzania leku z innymi
celami biologicznymi, zwana aktywnoscig uboczna (side ac-
tivity), mozna wykry¢ w badaniach przesiewowych. W me-
todzie SOSA uboczng aktywnos¢ leku w procesie optymali-
zacji przeksztalca sie w aktywno$¢ gtéwna, zjednoczesnym
zmniejszeniem lub catkowitym usunieciem pierwotnej ak-
tywnosci. Ogromng zaleta podejécia SOSA jest to, ze wy-
korzystywanymi w tej metodzie zwigzkami wyj$ciowymi
sg leki 0 znanej biodostepnosci i toksycznosci, co zwieksza
szanse na otrzymanie pochodnych o wlasciwosciach le-
kopodobnych (drug-like properties). Jako przyktad moze
postuzy¢ przeksztalcenie minapryny, stosowanego niegdy$

leku przeciwdepresyjnego o dziataniu dopaminergicznym,
ktéry jest takze cze$ciowym agonistg receptoréw muskary-
nowych M,, jednak z bardzo niewielkim powinowactwem.
Przedstawione na ryc. 4 modyfikacje struktury minapryny
doprowadzity do wzrostu powinowactwa do receptoréw
M, z17 ym do 3 nM.

Dokonane modyfikacje, polegajace na zmianie potozenia
grupy metylowej, zamianie pier$cienia morfolinowego na
tropanowy oraz wprowadzeniu grupy hydroksylowej do
podstawnika fenylowego, doprowadzity do catkowitego
zniesienia aktywno$ci dopaminergiczne;j i silnego wzro-
stu powinowactwa do receptoréw M, [40].

Podejécie SOSA umozliwia wykorzystanie obecnie lub nie-
gdy$ stosowanych lekéw w poszukiwaniu nowego $rodka
terapeutycznego dzialajagcego na inne cele molekularne.
Punktem wyjscia jest okreslenie ubocznych aktywnosci
znanego leku, co w dobie powszechnego stosowania wy-
sokosprawnych badan przesiewowych stanowi nieodtacz-
ny element okre$lenia potencjalnych skutkéw ubocznych
w testach in vitro. Cho¢ przytoczony przyktad modyfikacji
minapryny ilustruje catkowite zniesienie pierwotnej ak-
tywnoéci z jednoczesnym nasileniem aktywnos$ci ubocznej,
mozna jednak wyobrazi¢ sobie zastosowanie strategii SOSA
w poszukiwaniach ligandéw wielofunkcyjnych. Gléwnym
etapem byloby wéwczas zidentyfikowanie wérdd lekéw
dziatajacych na jeden z pozadanych celéw biologicznych
takich, ktére wykazuja uboczna aktywno$¢ wobec inne-
go, réwniez pozadanego celu molekularnego. Selektywna
optymalizacja ubocznej aktywnosci, prowadzona w taki
sposéb, by nie zmniejszy¢ znacznie gtéwnej aktywnosci,
mogtaby doprowadzi¢ do uzyskania nowego leku, dziata-
jacego w réwnomierny sposéb na dwa cele biologiczne.

PARAMETRY FIZYKOCHEMICZNE W PROJEKTOWANIU LIGANDOW
WIELOFUNKCYJNYCH

Wtasciwosci fizykochemiczne zwigzkéw projektowa-
nych jako potencjalne leki majg podstawowe znaczenie
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Ryc. 4. Podejscie SOSA zastosowane do minapryny, majace na celu zwigkszenie powinowactwa do receptoréw M,. Opracowano na podstawie [17]

dla mozliwo$ci wykazania aktywno$ci farmakologicz-
nej in vivo przez te zwigzki. Projektowanie ligandéw
wielofunkcyjnych jest obarczone szczegSlnym ryzy-
kiem otrzymania struktur o duzej masie czasteczko-
wej i niekorzystnym profilu farmakokinetycznym, kté-
ry moze skutkowaé brakiem aktywno$ci biologicznej
w badaniach in vivo. Masa czasteczkowa jest waznym
parametrem fizykochemicznym, poniewaz bardzo cze-
sto koreluje z takimi wtasciwos$ciami czasteczki jak:
lipofilowo$¢, powierzchnia polarna (PSA, polar surfa-
ce area), czy liczba donoréw badz akceptoréw wigzan
wodorowych [31].

W literaturze mozna znaleZ¢ opis badan, w ktérych pod-
dano analizie poréwnawczej wlasciwosci znanych lekéw
oraz wybranych ligandéw wielofunkcyjnych. Wyniki ana-
liz wskazuja, ze $rednia masa czasteczkowa i ztozono$¢
struktury jest wieksza w przypadku ligandéw wielofunk-
cyjnych [26]. Duza masa czasteczkowa zwigzku moze na-
tomiast wptywa¢ na zwiekszenie jego lipofilowo$ci oraz
czesto toksycznosci.

Badania na temat wiasciwosci fizykochemicznych li-
gandéw wielofunkcyjnych na tle tradycyjnych lekéw
opisuja Morphy i Rankovic [28]. Z ich badah wynika,
ze na wlasciwo$ci zoptymalizowanych ligandéw wielo-
funkcyjnych majg wptyw dwa podstawowe czynniki: ro-
dzaj celu molekularnego dla poszukiwanych ligandéw
oraz zastosowana strategia projektowania. Celami mo-
lekularnymi, dla ktérych osiggniecie korzystnej aktyw-
nosci in vitro wraz z odpowiednim profilem farmakoki-
netycznym jest najtrudniejsze, sa receptory sprzezone
z biatkiem G, dla ktérych endogennymi ligandami sa

peptydy (peptide GPCRs). Jesli chodzi o pozostate cele
biologiczne, ktére brano pod uwage w badaniach, m.in.
oksydazy, proteazy czy biatka transportujace, rozmiary
czasteczek DML oraz klasycznych lekéw byty zblizone.
Autorzy formutuja hipotezy ttumaczace taki stan rze-
czy, powotujac sie na podobieristwo miejsc wigzacych
w obrebie wybranych kombinacji potencjalnych celéw
biologicznych, ktére utatwia tworzenie wielofunkeyj-
nych ligandéw o wysokim stopniu przenikania sie. In-
nym waznym czynnikiem wplywajacym na wlasciwosci
projektowanych ligandéw wielofunkcyjnych jest do-
stepnos$¢ danych biostrukturalnych na temat wybra-
nych celédw biologicznych [28].

Pozostaje jeszcze odpowiedZ na pytanie, w jaki sposéb
projektowaé ligandy wielofunkcyjne, by zapobiec otrzy-
mywaniu struktur o niekorzystnych parametrach fizyko-
chemicznych. W przypadku stosowania strategii, w ktérej
taczy sie selektywne ligandy w jedng czasteczke, nie-
zmiernie wazne jest, by wyjsciowe ligandy cechowaty
sie odpowiednimi wlasciwosciami fizykochemicznymi.
Sposrdd strategii opartych na wiedzy, prawdopodobieni-
stwo uzyskania najlepszych wynikéw zapewnia tworze-
nie ,,przenikajacych sie” ligandéw wielofunkcyjnych [26].
Podejscie wykorzystujace badania przesiewowe réwniez
z duzym prawdopodobieristwem moze dostarczy¢ czaste-
czek o wladciwosciach lekopodobnych, jesli tylko punk-
tem wyjscia byly zwiazki majace takie whasciwosci. Warto
doda¢, ze omawiany problem duzej masy czgsteczkowej
ligandéw wielofunkcyjnych stanowi ograniczenie tylko
w przypadku doustnego podania $rodka terapeutyczne-
go. Wieksze czasteczki moga by¢ bowiem z powodzeniem
podawane droga dozylna [28].
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PoszUKIWANIE LIGANDGW WIELOFUNKCYINYCH W LECZENIU CHOROBY
ALZHEIMERA

Choroba Alzheimera — zarys patofizjologii

Choroba Alzheimera, opisana po raz pierwszy ponad 100
lat temu, jest najczestszym rodzajem zespotu otepienne-
g0, zwigzanego z nieodwracalnymi procesami neurodege-
neracyjnymi w mézgu. Choroba jest $miertelna, a szacun-
kowa liczba 0séb chorujacych na nig w 2013 r. w Stanach
Zjednoczonych wyniosta 5,2 miliona. Na schorzenie to
cierpi co dziewiagta osoba po 65 roku zycia i co trzecia po
85 roku zycia, z czego prawie 2/3 chorych w USA stano-
wig kobiety [1].

Najczestsza postacia choroby Alzheimera jest tzw. postaé
sporadyczna. Jej doktadne przyczyny sa wciaz nieznane,
przyjmuje sie jednak, ze rozwdj choroby wigze sie ze sta-
rzeniem oraz ztozong interakcja czynnikéw $rodowisko-
wych i genetycznych [3]. U 0séb chorych, w obszarach
mdézgu odpowiedzialnych za pamieé i procesy poznawcze,
dochodzi do powstawania tzw. blaszek starczych bedacych
zewnatrzkomérkowymi ztogami f-amyloidu oraz umiej-
scowionych wewnatrz neuronéw splatkéw neurofibrylar-
nych, tworzonych przez hiperfosforylowane biatko t [4].

Beta amyloid (Ap) jest peptydem o dtugo$ci 40 lub 42 ami-
nokwasdéw, powstajacym przez ciecie transmembranowe-
go biatka prekursorowego AB (amyloid precursor protein,
APP) kolejno przez dwa enzymy: p-sekretaze (BACE-1)
i y-sekretaze. Monomeryczny beta amyloid ulega poli-
meryzacji z utworzeniem krétkich i rozpuszczalnych oli-
gomerdw, ktére nastepnie ulegaja dalszej polimeryzacji
tworzac: protofibryle i duze, nierozpuszczalne fibryle.
Te ostatnie wchodza w sktad blaszek starczych. Ponad
dwie dekady temu zaproponowano tzw. hipoteze kaska-
dy amyloidowej, thumaczaca w jaki sposéb beta amyloid
przyczynia sie do zmian neurodegeneracyjnych. Hipoteza
ulegata pewnym modyfikacjom, wobec coraz to nowych
faktéw doswiadczalnych. Na poczatku sadzono bowiem,
ze za neuro- i synaptotoksyczno$é¢ odpowiadajg nieroz-
puszczalne fibryle beta amyloidu. Zgodnie z najnowszymi
pogladami za wspomniang toksyczno$é moga odpowiadaé
rozpuszczalne oligomery. Jak juz wspomniano, oprécz
blaszek starczych, do typowych zmian patologicznych
w przebiegu choroby Alzheimera zalicza sie splatki neu-
rofibrylarne, tworzone przez hiperfosforylowane biatko
7. W warunkach fizjologicznych biatka tau sa zwigzane
z mikrotubulami, stabilizujac je i uczestniczac w trans-
porcie aksonalnym [8,9,14,15].

Cele biologiczne oraz leki w chorobie Alzheimera

W przebiegu choroby Alzheimera dochodzi do zmian
w obrebie neuronéw cholinergicznych czesci podstawnej
kresomézgowia, polegajacych na zmniejszeniu przekaz-
nictwa nerwowego. Od wielu lat tradycyjnym podejsciem
terapeutycznym jest zwiekszanie stezenia acetylocholi-
ny w uktadzie cholinergicznym OUN, przez blokowanie
acetylocholinoesterazy (AChE), enzymu rozkltadajacego

acetylocholine. Do obecnie stosowanych w leczeniu AD
o$rodkowych inhibitoréw acetylocholinoesterazy mozna
zaliczy¢ rywastygmine, galantamine oraz donepezil, kté-
rego wzér strukturalny przedstawiono na ryc. 5.

—0
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(@]
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Ryc. 5. Struktura czasteczki donepezilu

Warto zauwazy¢, ze leki te sg nie tylko selektywnymi in-
hibitorami AChE, ale réwniez majg inne korzystne wta-
$ciwosci. Rywastygmina hamuje takze butyrylocholi-
noesteraze (BuChE), drugi enzym zdolny do hydrolizy
acetylocholiny, ktérego stezenie w mdzgu wzrasta w prze-
biegu choroby Alzheimera, a jego rola doktadnie nie jest
jeszcze poznana [20]. Galantamina ma szerszy profil dzia-
tania, bedac odwracalnym kompetycyjnym inhibitorem
AChE jest takze allosterycznym modulatorem receptoréw
nikotynowych [20]. Donepezil selektywnie hamuje AChE,
jest takze umiarkowanym inhibitorem B-amyloidu oraz
p-sekretazy (BACE1), tj. enzymu odpowiedzialnego za syn-
teze p-amyloidu. Ponadto donepezil oddziatuje takze z re-
ceptorami sigma-1 (c-1), ktére majg wplyw na aktywnos¢
przeciwamnezyjna [21].

Oprécz wymienionych inhibitoréw AChE, w terapii AD
stosuje sie takze memantyne, bedgcg niekompetycyjnym
antagonistg receptora kwasu N-metylo-D-asparaginowego
(NMDA). Receptor NMDA wraz z jego endogennym ago-
nistg, glutaminianem, nalezy do uktadu glutaminergicz-
nego, ktérego nadmierne pobudzenie w chorobie Alzhe-
imera prowadzi do ekscytotoksycznosci i §mierci komérek
nerwowych [3,4,19]. Obecnie w standardowej terapii cho-
roby Alzheimera zaleca sie potaczenie inhibitora AChE
z memantyng [34,41].

Wszystkie z wymienionych wyzej lekéw dziatajg jedynie
objawowo: galantamina, rywastygmina oraz donepezil
zwiekszaja przewodnictwo cholinergiczne, a memantyna
zmniejsza ekscytotoksyczno$¢ glutaminianu. Mimo coraz
lepszej znajomosci patofizjologii choroby Alzheimera, jak
dotad nie udato sie otrzymac zwiazku, ktéry pozwolitby
na leczenie przyczynowe AD, modyfikujace przebieg cho-
roby [3]. Nizej przedstawiono wybrane strategie terapeu-
tyczne, ktérymi kieruja sie obecnie badacze, poszukujac
nowych lekéw na chorobe Alzheimera.

Powszechnie akceptowana hipoteza kaskady amyloidowej
wyznacza od wielu lat kierunek poszukiwania nowych
lekédw. Proponowane przez badaczy strategie terapeu-
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Ryc. 6. Homodimery takryny. 5: bis(7)takryna, 6: dimer takryny potaczony linkerem cystaminowym

tyczne zwigzane z beta amyloidem obejmuja: hamowanie
powstawania lub blokowanie agregacji Ap, aktywowanie
degradacji AP, immunoterapia skierowana przeciwko AP
oraz hamowanie proceséw zapalnych towarzyszacych
blaszkom starczym. Hamowanie tworzenia beta amylo-
idu mozna osiggna¢ przez hamowanie y- lub p-sekretazy
(BACE-1). Uwzgledniajgc to, ze u chorych na sporadyczng
postaé AD wystepuje podwyzszona aktywno$é BACE-1,
hamowanie tego enzymu wydaje sie szczegdlnie uzasad-
nione. W literaturze opisano przyktady zwiazkéw o ak-
tywnosci hamujacej B-sekretaze. W badaniach klinicznych
I fazy (www.clinicaltrials.gov) znajdujg sie cztery leki
o takim mechanizmie dziatania. Aktywowanie degradacji
beta amyloidu wymagatoby zaprojektowania aktywato-
réw enzyméw odpowiedzialnych za degradacje A, np.
neprylizyny lub zwiazkédw umozliwiajacych usuwanie AB
z mébzgu przez aktywacje kanatéw regulujacych naptyw
oraz odptyw AB. W badaniach nad przebiegiem AD odkry-
to, ze blaszkom starczym towarzysza procesy zapalne. Sg
zwigzane z aktywowanym mikroglejem, ktéry wydziela
mediatory reakcji zapalnej, takie jak prostaglandyny i cy-
tokiny. Na tej podstawie zaproponowano, by w leczeniu
AD stosowac¢ leki przeciwzapalne. Za takim podejsciem
przemawia réwniez obserwacja, ze u pacjentéw cierpia-
cych na zapalenie stawéw i stosujacych niesteroidowe
leki przeciwzapalne choroba Alzheimera wystepuje rza-

dziej [4].

Oprécz blaszek starczych, waznym objawem AD jest obec-
no$¢ wewngtrz neuronéw splatkéw neurofibrylarnych,
tworzonych przez hiperfosforylowane biatko t. Jako po-
tencjalne sposoby terapii, zwigzane z biatkiem t, rozwa-
za sie hamowanie jego hiperfosforylacji oraz agregacji.
By zapobiega¢ hiperfosforylacji biatka t konieczne jest
okreslenie kinazy odpowiedzialnej za ten proces, co jak
dotad nie udato sie naukowcom [4].

WYBRANE LIGANDY WIELOFUNKCYINE JAKO POTENCJALNE LEKI W AD

Koncepcja ligandéw wielofunkcyjnych cieszy sie ogrom-
nym zainteresowaniem wsrdéd badaczy poszukujacych
lekéw na chorobe Alzheimera, gdyz ich wielokierunko-

we dzialanie pozwolitoby na skuteczne leczenie nie tylko
objawdw, ale takze i przyczyn tego ztozonego schorzenia.
Najczesciej stosowang w o$rodkach akademickich strate-
gig projektowania ligandéw wielocelowych jest podejscie
oparte na wiedzy. W licznych projektach badawczych tg-
czy sie farmakofory inhibitoréw cholinoesteraz z frag-
mentami odpowiedzialnymi za hamowanie B-sekretazy
(zob. wyzej), zapobieganie agregacji beta amyloidu (zob.
wyzej) lub dziatajacymi jako przeciwutleniacze [11]. Nizej
przedstawiono wybrane ligandy wielofunkcyjne, otrzy-
mane przez rézne zespoty, ktérych wielokierunkowe dzia-
tanie zostato udowodnione w testach in vitro.

Takryna, czyli 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakrydyna,
byta pierwszym lekiem stosowanym w chorobie Alzhe-
imera. Lek jednak wycofano z powodu jego hepatotok-
syczno$ci, jest jednak obiektem zainteresowania w pro-
jektowaniu ligandéw wielocelowych ze wzgledu na
wiasdciwosci. Zwigzek jest inhibitorem acetylo- i buty-
rylocholinoesterazy, a takze zapobiega tworzeniu reak-
tywnych form tlenu oraz fosforylacji tubuliny i biatek
zwiagzanych z mikrotubulami. Wérdd zsyntetyzowanych
pochodnych takryny o dziataniu wielocelowym mozna
wymienié¢ m.in. zwigzki o budowie homo- i heterodime-
rycznej. Homodimery takryny sa zbudowane z dwéch
reszt 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakrydyny, potaczo-
nych za pomoca facznika. Przyktadami homodimeréw
sg bis(7)takryna 5 oraz dimer takryny potaczony tacz-
nikiem cystaminowym 6, przedstawione na ryc. 6.

Bis(7)takryna 5 jest inhibitorem acetylocholinoesterazy,
ktéry dzieki budowie moze oddziatywaé zaréwno z miej-
scem aktywnym (CAS, catalytic active site), jak i pery-
feryjnym miejscem wigzania (PAS, peripheral anionic
site) [17]. Wigzanie ligandéw do PAS jest szczegdlnie ko-
rzystne, gdyz miejsce to przyczynia sie do agregacji beta
amyloidu i tym samym tworzenia blaszek starczych [22].
Oprécz oddziatywania z PAS, bis(7)takryna 5 w testach
in vitro wykazuje takze zdolno$¢ do hamowania ludzkiej
B-sekretazy, co pozwala na zaklasyfikowanie tego zwiaz-
ku do wielofunkeyjnych ligandéw zdolnych zapobiegad
powstawaniu i agregacji beta amyloidu. Zwigzek wyka-
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hAChEI, IC4 = 1,0 nM
wiasciwosci przeciwagregacyjne AB,_,, = 47% (10 uM)

> wiasciwosci przeciwutleniajace troloks [eqv.] = 3,3

OH AChEI, IC, = 4,55 nM
wiasciwosci przeciwagregacyjne Ap = 71% (20 uM)

wiasciwosci przeciwutleniajace troloks [eqv.] = 1,9

Ryc. 7. Heterodimeryczne pochodne takryny [34]

zuje takze wlasciwosci neuroprotekcyjne [7,17,22,39]. Za-
stapienie siedmioweglowego tacznika w bis(7)takrynie
5 facznikiem cystaminowym pozwolito na otrzymanie
homodimerycznej pochodnej 6, wykazujacej mniejsza
toksyczno$¢ niz bis(7)takryna. Zwiazek 6 jest inhibito-
rem acetylo- i butyrylocholinoesterazy w zakresie na-
nomolowych stezen, zapobiega agregacji beta amyloidu
a takze - w przeciwieistwie do bis(7)takryny 5 - chroni
przed uszkodzeniami wywotywanymi przez nadtlenek
wodoru [22,23].

W strukturze heterodimerycznych pochodnych takryny
mozna wyrézni¢ fragment 9-amino-1,2,3,4-tetrahydro-
akrydyny, potgczony za pomoca tacznika z fragmentem
innej czgsteczki. Przyktady takich pochodnych przedsta-
wiono naryc. 7.

Przedstawiony zwigzek 7 to potaczenie takryny z fragmen-
tem indolowym, charakterystycznym m.in. dla melatoniny.
Wykazuje szeroki profil dziatania, obejmujacy m.in. zdolno$é
do hamowania ludzkiej acetylocholinoesterazy, a takze wta-
$ciwosci przeciwutleniajace oraz zapobiegajace agregacji
beta amyloidu. Wykonane dla tego zwigzku modelowanie
molekularne ujawnito jego zdolno$¢ do jednoczesnego od-
dziatywania z centrum aktywnym acetylocholinoesterazy
(przez fragment takryny) oraz z peryferyjnym miejscem
wigzania. Podstawa wigzania zwigzku 7 z PAS sg oddziatywa-
nia ni-1t pierécienia indolowego z pier$cieniami aromatycz-
nymi aminokwaséw: tyrozyny 72 i tryptofanu 286 (Tyr72,
Trp286) ludzkiej acetylocholinoesterazy. Zwiazek oznaczony
numerem 8 wykazuje podobne wiasciwosci jak zwiazek 7,
jest jednak silniejszym przeciwutleniaczem, ze wzgledu na
obecno$¢ grupy fenolowej. Grupa ta odpowiada takze za wig-
zanie heterodimeru 8 z PAS acetylocholinoesterazy dretwy
kalifornijskiej, dzieki tworzeniu wigzart wodorowych z resztg
argininy 289. Heterodimer 8 jest jedng z wielu pochodnych
takryny potaczonych tacznikiem alkiloaminowym z pierscie-
niem fenylowym majgcym podstawniki zawierajace atomy
tlenu. Ugrupowania takie sg odpowiedzialne za zdolno$¢ do
hamowania agregacji beta-amyloidu [6,18,22].

W literaturze znajduje sie wiele przyktadéw ligandéw
wielofunkcyjnych opartych na strukturze stosowanego
obecnie w terapii AD donepezilu. Lek jest inhibitorem ace-

tylocholinoesterazy, zdolnym do oddzialywania zaréw-
no z miejscem aktywnym, jak i peryferyjnym miejscem
wigzania. Ma stabe dziatanie zapobiegajace agregacji beta
amyloidu wywotanej przez acetylocholinoesteraze [39].
Na ryc. 8 przedstawiono wzory kilku pochodnych, struk-
turalnie zblizonych do donepezilu, ktére zaprojektowano
i zsyntetyzowano jako potencjalne ligandy wielofunkcyjne.

Wsrdd tych zwiagzkdéw na uwage zastuguje pochodna ozna-
czona numerem 11, gdyz oprécz zdolno$ci do hamowa-
nia agregacji beta amyloidu, jest inhibitorem zaréwno
acetylo- jak i butyrylocholinoesterazy. Przeprowadzone
modelowanie molekularne ujawnito wazna role piecio-
weglowego tgcznika z pierScieniem piperydynowym dla
oddziatywania z reszta tryptofanu 286 w peryferyjnym
miejscu wigzania acetylocholinoesterazy [33,39]. Innym
zwiazkiem, ktérego struktura zostata oparta na budo-
wie czasteczki donepezilu jest zwiazek 10 oraz jego po-
chodne, w ktérych gtéwna role petni uktad ftalimidu oraz
fragment alkilodietyloaminowy. Ten pierwszy, podobnie
do ugrupowania indan-1-onu czasteczki donepezilu, za-
planowano jako fragment zdolny do oddziatywania z pe-
ryferyjnym miejscem wigzania acetylocholinoesterazy,
a ugrupowanie alkilodietyloaminowe zostato pomyslane
jako ligand dla centrum aktywnego AchE. W badaniach
aktywnosci pochodne o takiej strukturze okazaly sie se-
lektywnymi inhibitorami acetylocholinoesterazy; ich
zdolno$¢ do hamowania butyrylocholinoesterazy byta
niewielka (dla zwigzku 10: 26,8% hamowania przy steze-
niu 100 uM). Wielocelowe dziatanie zwigzku 10 przeja-
wia sie w jego zdolno$ci do wigzania zaréwno z centrum
aktywnym jak i peryferyjnym miejscem wigzania w ace-
tylocholinoesterazie. Jak wykazato modelowanie mole-
kularne, za wigzanie z centrum aktywnym odpowiadaja
oddziatywania typu n-kation dodatnio natadowanego ato-
mu azotu sprotonowanej grupy dietyloaminowej z ami-
nokwasami aromatycznymi miejsca anionowego (Phe330,
Phe331 oraz Trp84 [numeracja dla AChE z dretwy kalifor-
nijskiej]). Wiazanie z peryferyjnym miejscem wigzania
jest wynikiem oddziatywan n-n pierécienia aromatycz-
nego ftalimidu z resztami tryptofanu 279 i tyrozyny 334
(numeracja dla AChE z dretwy kalifornijskiej). Wielofunk-
cyjno$é zaprojektowanych pochodnych ftalimidu wyka-

zano réwniez w tescie agregacji AR, , , w ktérym zwigzek
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10: hAChEI, IC4, = 1,2 pM, whasciwosci
przeciwagregacyjne AB,_,, = 34% (80 uM)

11: hAChEI, IC4, = 52 nM, hBChEI, IC4, = 5,01 uM,
wiasciwosci przeciwagregacyjne AB,_, = 48% (100 uM)

12: hAChEI, IC4 = 0,27 puM, wiasciwosci
przeciwagregacyjne AB,_,, = 66% (10 uM)

Ryc. 8. Przyktady ligandéw wielofunkcyjnych opartych na strukturze donepezilu [35,37]

10 byt silniejszym inhibitorem agregacji niz referencyjny
donepezil [13]. Niedawno opisano takze serie analogéw
zwigzku 10, zaprojektowanych metodami modelowania
molekularnego, w ktérych zamieniono fragment dietylo-
aminowy na N-benzyloaminowy z réznymi podstawnika-
mi [10]. W tej nowej serii pochodnych uzyskano zwiazki
o silniejszej aktywnos$ci hamujacej AChE, poréwnywal-
nej do donepezilu. Najbardziej interesujacy zwiazek 12
byt selektywnym inhibitorem AChE, ponadto hamowat
agregacje AP w 65,9% przy stezeniu 10 uM. Dodatkowe
badania wykazaly takze jego dziatanie neuroprotekcyjne
w stezeniu 113 uM w testach cytotoksycznosci wywota-
nej AP, ,, mierzonej na liniach komérkowych SH-SY5Y.

PobsumowaNiE

Projektowanie i odkrywanie nowych lekéw zazwyczaj od-
bywa sie w firmach farmaceutycznych. Jednak niebagatel-
ny udzial w tych procesach majg takze o$rodki akademic-
kie prowadzace samodzielnie projekty badawcze lub tez

PismiennicTwo

wspdtpracujace z firmami farmaceutycznymi, szczegél-
nie na dalszym etapie badar rozwoju leku, tj. fazie badan
klinicznych [36]. Proces odkrywania i rejestracji nowego
leku to obecnie dtuga droga, trwajaca prawie 10-15 lat.
Z tego wzgledu poszukuje sie nowe rozwiazania, majace
na celu skrdcenie tego czasu oraz ograniczenie kosztéw
réznych etapéw rozwoju leku. Przedstawiona w artykule
strategia projektowania liganda wielofunkcyjnego stano-
wi ciekawg alternatywe dla innych znanych i stosowa-
nych metod odkrywania nowego leku. Wydaje sie, ze moze
by¢ przydatna w poszukiwaniu skutecznej farmakoterapii
nieuleczalnej obecnie choroby Alzheimera, schorzeniu
o zlozonych mechanizmach i wielu czynnikach majacych
wplyw na jego powstawanie. Ze wzgledu na fakt, iz od
2003 r. nie zostat zarejestrowany zaden nowy lek w te-
rapii tej ciezkiej choroby, podejmowanie réznych badan
i poszukiwania nowych metod, jak np. opisana koncepcja
leku wielofunkcyjnego, moga sie w przysztosci przyczynié
do rozwiazania tego waznego problemu.
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