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Cele molekularne lekow

» Jedna z gtownych klas celow molekularnych sa receptory
sprzezone z biatkami G (G protein-coupled receptors, GPCR).

Enzymes 47% GPCRs 30%

DNA 1% lon channels 7%

Integrins 1%

Miscellaneous 2% Transporters 4%
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Leki

» Ok. 30 GPCR jest celami dla lekow,

» Znanych jest ok.240 GPCR z okreslonymi ligandami i 160
GPCR bez okreslonych ligandow (orphan receptors).

» Ok.25% lekow z 100 najlepiej zarabiajacych jest ligandami
GPCR.

» Leki bedace ligandami GPCR s3 stosowane w bardzo szerokim
spektrum chorob, m. in.: alergie, choroby psychiczne,
nadcis$nienie, nowotwory, astma, bol.

Struktura GPCR

» Struktura wszystkich GPCR jest
podobna: 7 transmembranowych helis,
C-koniec wewnatrz, N-koniec na
Zewnatrz.




Ligandy endogenne

»

Biogenne aminy: adrenalina, dopamina, histamina,
acetylocholina, noradrenalina, serotonina, melatonina
Peptydy i biatka: angiotensyna, bradykinina, bombesyna,
kalcytonina, chemokiny, hormon wzrostu, enkefaliny i
endomorfiny, neuropeptyd Y, somatostatyna, wazopresyna i
inne.

Zwiazki lipidowe: anandamid, leukotrieny, prostaglandyny,
tromboksany,

Nukleotydy i puryny: adenozyna, cAMP,ATP, UTP, ADP, UDP
Aminokwasy i jony: glutaminian, GABA, Ca?*.

Sposob wigzania ligandow
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Dziatanie ligandow

» Agonista — ligand wiazacy sie do receptora powodujacy odpowiedz
farmakologiczng (petna lub czgsciowa),

» Odwrotny agonista — ligand powodujacy odpowiedz przeciwna do
endogennego liganda,

» Antagonista — ligand konkurujacy z endogennym ligandem i zmniejszajacy
odpowiedz farmakologiczna.
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Dzialanie GPCR
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Role GPCR

» GPCR sa zaangazowane w wiele waznych procesow
fizjologicznych:
widzenie,
odczuwanie smaku i zapachu,
regulacja zachowania i nastroju,
regulacja aktywnosci uktadu odpornosciowego i reakcji na
zapalenia,
transmisja sygnatow w autonomicznym systemie nerwowym,
regulacja homeostazy (np. balans wody),
wzrost i przerzutowanie niektorych typow nowotwordw.




Struktury lekow — ligandow GPCR
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Struktura GPCR

Badania strukturalne GPCR sa
trudne poniewaz jest to biatko
transmembranowe.

Pierwsza struktura GPCR —

rodopsyny zostata opublikowana’,

w roku 2000.

Nagroda Nobla z chemii w 2012
zostata przyznana za badania nad
GPCR: Robert Lefkowitz i Brian
Kolibka.

K. Palczewski, T. Kumasaka, T. Hori, C. A.
Behnke, H. Motoshima, B.A. Fox, I. Le
Trong, D. C.Teller; T. Okada, R. E.
Stenkamp, M.Yamamoto, M. Miyano,
Science 2000, 289, 739




Ligand-based drug design

» Z powodu bardzo ograniczonej wiedzy na temat struktury
GPCR projektowanie lekow opiera sie gtownie na strukturach
ligandow (ligand-based drug design).

» Dobrym punktem startowym sa ligandy endogenne.

» Badanie zaleznosci struktura aktywnos¢ jest kluczowe
(structure-activity relationships, SAR).

» Model endogennego liganda lub jego analogu moze by¢
podstawa do poszukiwania innych struktur poprzez naktadania
farmakoforow.




Wigzanie ligandow

» Sposoéb wiazania ligandéw moze by¢
badany za pomoca ukierunkowanej
mutagenezy.
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Ser207 \
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Wigzanie ligandow

HNS i WH HO © HO

Serotonin (5-HT) Propranolol 8-OH-DPAT




Struktury uprzywilejowane

» Struktury uprzywilejowane (privileged structures) to takie
fragmetny strukturalne, ktére moga by¢ podstawa do

zaprojektowania i otrzymania ligandéw dla réznych
receptorow.

» Roznorodne modyfikacja takich struktur moga by¢ wazna

metoda poszukiwanie nowych ligandéw receptorow
(agonistow i antagonistow).

» Istnienie struktur uprzywilejowanych wynika z

podobienstwa strukturalnego niektérych elementéw
GPCR.

Struktury uprzywilejowane
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Struktury uprzywilejowane
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Somatostatyna

» Somatostatyna — hormon peptydowy "

» Wydzielanie: /EO
uktad pokarmowy };%\K\NH » /@
mozg @/i N

» Dziatanie: - o
o} 0. _NH O
Hamowanie wydzielania \j\ T2 9 j/
OH HN N/\/S\S N /\‘/\NHZ
hormonu wzrostu, : H
~oH Oy NH
Hamowanie wydzielania TSH, j/
. T HN
Hamowanie wydzielania insuliny,
o
Hamowanie wydzielania hormonoéw NH,

zotadkowo-jelitowych,
Zmniejsza szybkos$¢ oprézniania uktadu trawiennego.

Leki

» Agonisci receptora somatostatyny moga byc¢ lekami na:

Akromegalie (nadmierne wydzielanie hormonu wzrostu z powodu
gruczolaka przysadki mézgowej)

Zespot rakowiaka (nowotwor czynny hormonalnie)
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Leki

HO,

Oktreotyd NH;

t, = ok.90 min Somatostatyna

t,, = ok.2-3 min

Leki

Lanreotyd NH;
t , = ok. 90 min

Somatostatyna
t,, = ok.2-3 min
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Somatostatyna i analogi
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Somatostatyna

» Cykliczny heksapeptyd z motywem Tyr-D-Trp-Lys byt uzyty
do przeszukania bazy zwiazkow aby znalez¢ zwiazek o
podobnej strukturze
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Somatostatyna

» Zastosowanie chemii kombinatorycznej do znalezienia
selektywnych antagonistow receptorow somatostatyny

combinatarial
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20 podstawnikéw diaminowych
20 pochodnych Trp
79 pochodnych aromatycznych

130 000 zwigzkéw

Chemia kombinatoryczna

» Dzigki testowaniu mieszanin wielu zwiazkow mozna szybko
przebada¢ duza liczbe analogow.
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Somatostatyna

» Optymalizacja struktury liganda

Ki(nM)
Ompoun R1 R2 ht h2 h3 hd
4 "nGHg Chly 5505 0.48 1,208 4,167
5 H C(CHy); 1,701 01 226.4 397 1,184
6 ~aCH, C(CHy; 4766 2.1 515.2 379 1,193

7 ---CHy  C(CHy; 2802
(L-054,522)
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Somatostatyna
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Urotensyna II

» Urotensyna Il reguluje
prace uktadu sercowo-
naczyniowego.

» Receptor urotensyny Il jest
potencjalnym celem dla
lekéw przeciw chorobom
uktadu sercowo-
naczyniowego.

HO o}
Yo
O HN (0]
o
H H
N)k z
N OH
HO (0]
0]
Urotensyna II
» Skan alaninowy i = —— =
badanie krotkich no. peptide sequence 50 (NM) max
, 1 Ul (1-11) ETPDCFWKYCV 25402 100
peptydow pozwala na 2 UJII(2-11) TPDCFWKYCV 24401 103+38
ieni 3 UJII(3-11) PDCFWKYCV 36406 100+£55
znaIeZ@nle.motywu 4 Ul (4-11) DCFWKYCV 30409 102+45
odpowiedzialnego za 5 UI(5-11) CFWKYCV 18403 106L£4.0
Y 6 U-I(1-10) ETPDCFWKYC 18401  99+35
aktywnosc. 7 Ul (5-10) CFWKYC 23+1.1 95+68
» Kluczowym
motywem ieSt no. sequence ECsp (nM) Einax
Trp-Lys-Tyr. 8  ATPDCFWKYCV 1.84+£03 101+17
9 EAPDCFWKYCV 33+08 1014+07
10 ETADCFWKYCV 1.940.8 102 + 3
11 ETPACFWKYCV 27405 101 +3
12 ETPDAFWKYCV (linear) 233 £ 16 96 4+ 4
13 ETPDCAWKYCV 5.7+ 0.3 98+ 1
14 ETPDCFAKYCV 1,303 + 98 4542
15 ETPDCFWAYCV 14,800 £ 800 ND
16 ETPDCFWKACV 19349 753
17 ETPDCFWKYCA 32403 9942
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Urotensyna II

» Konformacja peptydu
pozwala na okreslenie

formakoforu.
Lys-8
Trp-7 U Positive
113A B | | ionizable
vill? 6.4 A
Hydrophobic
aromatic
Hydrophobic
' aromatic
Tyr-9

Urotensyna II

» Przeszukanie bazy danych zwiazkéw i ustalenie podobienstwa
3D daje szanse na znalezienie aktywnego antagonisty

17



Neuropeptyd Y i analogi

» NeuropeptydY (NPY), polipeptyd trzustkowy (pp) i polipeptydY (PPY) sa
hormonami peptydowym wydzielanymi z mézgu i autonomicznym uktadzie

nerwowym, ktore dziataja na receptory Y.
5 15

PP: [THR-PROJGLU]
NPY - [PRO-ALAJGLU]
PRY: SER-PROJGLU

20 75 10
GLN-MET. I ALA-ALA-GLULEU-ARGIARG{TYR-ILE-ASNIMET-

GLU -JLEU-SER -ARG-TYR-TYRYALA-SER}LEU-ARG-HIS-TYR|LEUJASN-LEU.

35
LEU|THR-ARG{PROJARG-TYR-NH,

ILE {THR-ARG-GLN-ARG-TYR-NH,

VAL THR-ARG-GLN-ARG-TYR-NH,

Neuropeptyd Y i analogi

» Oddziatywanie z réznymi receptoramiY (Y 1-Y5) kontroluje rézne funkcje.

NPY i analogi
receptorY|l: - T RecePtf)rYS.. .
. & / * pobor jedzenia;
*» wazokonstrykcja; /
* kontrola niepokoju; / ,
* pobor jedzenia; receptorY4:
receptorY2: * funkcje serca;
* wydzielanie * regulacja uktadu trawiennego;
neurotransmiteréw; * zachowanie emocjonalne i
* pamie¢; stresowe;
* epilepsja;
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Ligandy receptorow Y jako leki

» Agonisci receptorow Y1 iY5 powoduje zwiekszony
pobor jedzenia a agonisci receptorow Y2 i Y4 powoduja
Zmniejszenie jedzenia.

» Antagonisci Y| i Y5 lub agonisci Y2 i Y4 moga byc
efektywnymi lakami na otytosc.

» Konieczne jest opracowanie selektywnych ligandow.

Neuropeptyd Y i analogi

» Struktura NPY i PP jest podobna — nieuporzadkowany N-
koniec. i helikalny C-koniec.

bPP
Peptide ¥ ¥y ¥, ¥y

ICg, InMm] 1Cy;, [nM] 1C;;, [nm] 1Cg, [nM]
pNFPY 0.2 0.04 5.5 0.6
hPP =100 = 1000 0.04 27=
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Neuropeptyd Y — skan alaninowy
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Sequence

Neuropeptyd Y

» C-koncowy fragment NPY zachowuje znaczacg aktywnosc

biologiczna
compound rat brain (Ys) ICsq (uM)
1, NPY 0.00045 £+ 0.00005
2, NPY(13-36) 0.015 + 0.002
3, PheMetArgPhe-NH: 40+ 1.4
4, ThrArgGlnArgTyr-NHz >100
5, lleTyrArgLeuArgTyr-NH; 295+ 1.7
8, LeulleTyrArgLeuArgTyr-NH, 0.4 % 0.01
7, AsnLeulleTyrArgLeuArgTyr-NH, 0.31 £ 0.01
8, TleAsnLeulleTyrArgLeuArgTyr-NH; 0.037 + 0.006
9, TyrlleAsnLeulleTyrArgLeuArgTyr-NH, 0.008 = 0.003
10, HisTyrlleAsnLeulleTyrArgLeuArgTyr-NH; 0.012 = 0.002
11, ArgHisTyrlleAsnLeulleTyrArgLeuArgTyr-NH, 0.012 + 0.007
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peptide

Neuropeptyd Y

» Proste modyfikacje
(dimeryzacja, podstawienie)
kroétkich peptydow moga
powodowac zwiekszenie
selektywnosci.

%

¥2

NPY

1€

4

LU=~

(=]
@
xS}

0.23 £0.02
11.3+38
1420 £ 191
1650 £ 114
1120 £ 15
822+ 178
55+ 21
1036 £ 116
624 + 69

W
N

oo VR
DNNwow~ND

H- H- H- H- B H- H- B H
coooruuoo
—ODWMO D

eoo
DN = =

ITle—Asn-Pro-lle-Tyr-Arg-Leu-Arg-Tyr-NH,
lle—Asn-Pro-1le-Tyr-Arg-Leu-Arg-Tyr-OMe
Tle—Asn-Pro-lle-Tyr-Arg-Leu-Arg-(CH;-NH)-Tyr-NH;
Tle—Asn-Pro-Cys-Tyr-Arg-Leu-Arg-Tyr-OMe

|
Ile~Asn-Pro-Cys-Tyr-Arg-Leu-Arg-Tyr-OMe

Tle—Asn-Pro-Cys-Tyr-Arg-Leu-Arg-(CH,-NH)-Tyr-NH2
I

Tle—Asn-Pro-Cys-Tyr-Arg-Leu-Arg-(CH;-NH)-Tyr-NH,

Ile—Glu-Pro-Dpr-Tyr-Arg-Leu-Arg-Tyr-NH;

Tle-Glu-Pro-Dpr-Tyr-Arg-Leu-Arg-Tyr-NH;
lle—Glu-Pro-Dpr-Tyr-Arg-Leu- Arg-Tyr-OMe

Tle—Glu-Pro-Dpr-Tyr-Arg-Leu-Arg-Tyr-OMe
Tle—Glu-Pro-Dpr-Tyr-Atg-Leu-Arg-(CH;-NH)-Tyr-NH,

Ile~Glu-Pro-Dpr-Tyr-Arg-Leu-Arg-(CH,-NH)-Tyr-NH,

Neuropeptyd Y

» Usztywnienie struktury peptydu wptywa na zwigkszenie jego

selektywnosci.

CO;Me
Ac-Arg-His-Tyr-lle-Asn-Leu—N

o

OH
COsMe

g ¥ B o 8 3 g ®
N’%(N\:)J‘N’A\WN\)‘N CONH,
H H o = H o = H
AW g
N

RS s

NH N™ “NH.
H ? H ?

Sequences®® Y, Xs Yi

RHYINLITRQRY-NH, >1000 211 >1000
4 RHYINLITRARY-NH, 37(£20) =1000 724
5 RHYINLITRYRY-NH, >1000 >1000 >1000
6 RHYINLIARQRY-NH, >1000 =1000 >1000
7 RHYINLTYRQRY-NH, >1000 >1000 >1000
8 RHYINLIARARY-NH, 50(+10) >1000 617
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Neuropeptyd Y

» Niepeptydowe ligandy bazujace na C-koncowym fragmencie
NPY
Asn-Leu-lle-Thr-Arg-Asn-Arg-Tyr-NH,

HzN NH HaN.__NH

HN
J X
o T
AN H
e
H o
BIBP3226 O BIBO3304

BIBP3226 and analogs

Neuropeptyd Y

» Sposob wiazania niepeptydowego antagonisty BIBP3226
do receptora

N
H o
O BIBP3226
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Neuropeptyd Y
» Inne niepeptydowe ligandy receptorow Y

OO Q W
L <) "\/@ WaOs o )
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H ~
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o~ O ',*
I . Ny O SR120819A NS
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Compound 3 O W —
/ s
. o s L " Ot M N /‘?\ /i
o, N NH o ;\ ) \/OA &u Y N N FUNEINTN
Y\/\/ Y o 2 [ N\) 4 o N

OO N\/\©\Z:2 D NH Hi:;\\/(;\ o @
0 \=

Neuropeptyd Y

» ReceptoryY| sa a)
nadekspesjonowane w
nowotworach piersi.

» Potaczenie NPY z
znacznikiem izotopowym
pozwala na obrazowanie
NOWOtWOrow.

]

/\(\)& H o

b N

I

NS 7y ey

\
SRe(cO); H
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Podsumowanie

» Ligandy receptorow sprzezonych z biatkami G sa wazna
klasa lekow, poniewaz te receptory kontroluja bardzo
wiele waznych procesow.

» Projektowanie agonistow i antagonistow GPCR opiera si¢
gtownie na strukturze ligandow.
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