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STRESZCZENIE

STRESZCZENIE

Opracowanie efektywnych metod leczenia choréb osrodkowego uktadu nerwowego, bez
narazenia pacjentow na dziatania niepozadane stanowi gléwne wyzwanie dla wspodtcze-
snej neuropsychofarmakologii. Neurotroficzny czynnik pochodzenia moézgowego
(BDNF), za posrednictwem receptora o aktywnosSci kinazy tyrozynowej dla BDNF
(TrkB), odpowiada za prawidlowy rozwoj i funkcjonowanie uktadu nerwowego. Z uwagi
na dobrze udokumentowang role BDNF w patofizjologii chorob osrodkowego uktadu
nerwowego postuluje sie, ze modulacja szlakow sygnatowych BDNF-TrkB z uzyciem
matoczasteczkowych agonistow TrkB moze przynies¢ znamienne efekty terapeutyczne.
W niniejszej pracy podjeto probe identyfikacji matoczasteczkowych agonistow re-
ceptora TrkB. Opracowana na potrzeby niniejszej pracy doktorskiej tzw. ,,platforma ba-
dawcza” polegala na wykorzystaniu odpowiednich technik przesiewowych oraz testow
funkcjonalnych do identyfikacji czasteczek- potencjalnych agonistow TrkB sposrdd bi-
blioteki zwigzkow o zréznicowanych chemotypach. W badaniach okreslono stopien wig-
zania i interakcji czasteczek z receptorem, zbadano ich zdolno$¢ do ortosterycznej akty-
wacji receptora TrkB oraz $ciezek sygnatowych in vitro, a takze sprawdzono ich wiasci-
wosci protekcyjne. Pomimo duzego zaangazowania w prowadzone prace badawczo-roz-
wojowe nie udato si¢ zidentyfikowac czasteczek o pozadanych cechach agonisty TrkB.
W pracy dokonano takze szczegotowej charakterystyki zwigzkow o postulowanej lub
udokumentowanej w literaturze aktywnosci wzgledem receptora TrkB. Otrzymane w ra-
mach tej pracy rezultaty ,pokazuja, ze zwiazki te nie wykazujg wtasciwosci agonistow
TrkB, zar6wno na poziomie interakcji z receptorem jak i funkcjonalnym. Dla najszerzej
opisanego z tej grupy zwiazkow 7,8-dihydroksyflawonu (7,8-DHF) przeprowadzono ba-
dania selektywnosci in vitro oraz farmakologiczne badania in vivo. Wyniki wskazuja na
niekorzystny profil farmakokinetyczny czasteczki i na brak aktywnosci 7,8-DHF za-
réwno wzgledem TrkB jak i innych $ciezek molekularnych w mézgu u myszy. Ponadto
wykazano ze 7,8-DHF w warunkach in vitro wykazuje zdolnos¢ do interakcji z wiecloma
celami molekularnymi, co $wiadczy o niskiej selektywnosci zwiazku wzgledem TrkB.
Wyniki niniejszej pracy wskazuja na to, ze badane zwigzki referencyjne, w tym 7,8-
DHEF nie aktywuja receptora TrkB, przez co dane literaturowe na temat aktywnosci tych
czasteczek powinny by¢ ostroznie interpretowane, z uwzglednieniem szerszego kontek-

stu funkcjonalnego. Niemniej jednak, opracowana na potrzeby niniejszej rozprawy
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platforma do badan przesiewowych moze zosta¢ z powodzeniem zastosowana w przy-

sztych projektach zwigzanych z poszukiwaniem kandydatow na lek.
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ABSTRACT

Development of novel, small molecular TrkB agonists as potential therapeutic in

treatment of central nervous system disorders.

Effective treatment of neuropsychiatric diseases without exposing patients to adverse ef-
fects is the main challenge for contemporary neuropsychopharmacology. Brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) through interaction with the TrkB receptor is responsible for
the development and correct functioning of the nervous system. Due to the well-docu-
mented role of BDNF in the pathophysiology of central nervous system diseases, it is
postulated that modulation of the BDNF-TrkB signalling pathway using low molecular
weight TrkB agonists may offer therapeutic effects.

This study aimed to identify small-molecular compounds that act as a TrkB receptor
agonists. The screening platform development in this work consisted of the use of appro-
priate screening techniques and functional assays to identify potential TrkB agonist mol-
ecules from a library of compounds with diverse chemotypes. Molecules with different
chemotypes were selected using a screening platform developed within this project. The
screening included examination of binding and interaction with the TrkB receptor, deter-
mination of orthosteric TrkB and downstream signalling pathway activation, as well as
assessment of their neuroprotective properties. Despite efforts and conducted research, it

was impossible to identify molecules with desired properties for a TrkB agonist.

This work also presents a detailed characterization of compounds with the postulated
or documented activity against TrkB. The obtained results showed that tested compounds
do not exhibit TrkB agonist properties, both in terms of interaction with receptor and
functional properties. Moreover, in vitro selectivity and in vivo pharmacological studies
were conducted for the 7,8-dihydroxyflavone (7,8-DHF) which is a best-studied com-
pound postulated to be a TrkB agonist. The results demonstrated the unfavourable phar-
macokinetic profile of 7,8-DHF, the lack of activity against TrkB and downstream mo-
lecular pathways in the murine brain. Moreover, 7,8-DHF interacted with multiple mo-

lecular targets proving to have poor selectivity.

The results of this study indicate that the tested reference compounds, including 7,8-
DHF, do not activate the TrkB receptor; therefore the reported pharmacological activity

10
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of these molecules should be interpreted carefully in a broad functional context. Never-
theless, the screening platform developed in this work can be successfully used in future

projects related to the search for drug candidates.

11
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(P1,3,5)P2
4’-DMA-7,8-DHF
5-HTr
7,8,3’-THF
7,8-DHF
7TH8M-flawon
8H7M-flawon
Akt

ANOVA

AR

AUC

BBB

BDNF

BSA

BZD
CaMKII

cAMP
CaRE
Cmax
COX2
CREB
Cys

DAG
DMSO

3,5-bisfosforan fosfatydyloinozytolu
4’-dimetyloamino-7,8-dihydroksyflawon

receptor serotoninowy

7,8,3’-trihydrokslyflawon

7,8-dihydroksyflawon

7-hydroksy-8-metoksyflawon
8-hydroksy-7-metoksyflawon

Kinaza serynowo-treoninowa

(ang. analysis of variance) — analiza wariancji

receptor adenozynowy

(ang. area under the curve) — pole pod krzywa

(ang. blood-brain barrier) — bariera krew-moézg

(ang. brain-derived neurotrophic factor) — neurotroficzny
czynnik pochodzenia mézgowego

(ang. bovine serum albumin) — albumina surowicy woto-
wej

benzodiazepiny

(ang. Ca2+/calmodulin dependent protein kinase Il) — ki-
naza biatkowa zalezna od wapnia i kalmoduliny

(ang. cycylic adenosine-3’,5’- monophosphate) -
cykliczny adenozyno-3’,5’-monofosforan

(ang. calcium- response element) — czynnik transkrypcyjny
bedacy elementem odpowiedzi na wapn

(ang. maximal concentration) — stezenie maksymalne
(ang. cyclooxygenase type 2) — cyklooksygenaza 2

(ang. cAMP responsive element binding protein) — czynnik
transkrypcyjny wiazacy si¢ do sekwencji CRE

cysteina

(ang. diacyglicerole) — diacyglicerol

(ang. dimethyl sulfoxide) — dimetylosulfotlenek

14
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ECD (ang. extracelluar domain) — zewnatrzkomoérkowa domena
receptora
ELFI (ang. enzyme-linked fixed cell immunoassay, enzynzyma-

tyczny) — test immunologiczny na utrwalonych komoérkach

ERK (ang. extracellular-signal-regulated kinases) — kinazy re-
gulowane przez sygnaly zewnatrzkomorkowe, kinazy
MAP (MAPK)

exTrkB (ang. extracellular domain of TrkB) — zewnatrzkomor-
kowa domena receptora TrkB

FBS (ang. fetal bovine serum) — ptodowa surowica wolowa

FKHRL1 (ang. Forkhead-like transcription factor) — widelec zawie-
rajacy czynnik transkrypcyjny

FRET (ang. Forster resonance energy transfer) — technika trans-

feru energii rezonansu fluorescencji

GABA kwas gamma-aminomastowy

GSK3p (ang. glycogen synthase kinase 3 f) — kinaza syntazy
glikogenu 3 typu izoformy f

HO-1 (ang. heme oxygenase 1) — Oksygenaza hemowa 1

HRP (ang. horseradish peroxidase) — peroksydaza chrzanowa

HTS (ang. high throughput screening) — wysokoprzepustowe
badania przesiewowe

V. (tac. intra venas) — podanie dozylne

ICD (ang. intracellular domain) — domena wewnatrzkomor-
kowa

Ig immunoglubulina

IP3 trifosforan inozytolu

IRES (ang. internal ribosome entry site) — wewnetrzne miejsce

wigzania rybosomu w sekwencji mRNA

JNK (ang. c-Jun N-terminal kinase) — kinaza domeny N-kon-
cowej biatka Jun

Kad stala dysocjacji

Leu leucyna

15
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LTD

LTP

L-VGCC

MAPK

MBDNF
MMP2/9

MST

mTOR

NAS

NF-xB

NGF
NMDA
NSB

NT-3/4/5
OUN

p.o

PBS

PI3K

PKA
PKC

(ang. long-term depression) — dtugotrwate ostabienie sy-
naptyczne

(ang. long-term potentiation) — dtugotrwate pobudzenie
synaptyczne

(ang. L-type voltage-gated calcium channel) — kanaty wap-
niowe bramkowane napigciem typu L

(ang. mitogen-activated protein kinases) — kinazy ak-
tywowane mitogenami; kinazy MAP

(ang. mature BDNF) — dojrzate biatko BDNF

(ang. matrix metalloproteinase 2/9) — metaloproteaza ze-
wnatrzkomorkowa 2/9

(ang. microscale themophoresis) — mikroskalwoa termo-
foreza kapilarna

(ang. mammalian target of rapamycin) — ssaczy cel ra-
pamycyny

N-acetyloserotonina

(ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of acti-
vated B cells) — kompleks biatkowy dziatajacy jako
czynnik transkrypcyjny

(ang. nerve growth factor) — czynnik wzrostu nerwow
kwas N-metylo-D-asparaginowy

(ang. non-specific binding) — kontrola dla wigzan niespe-
cyficznych w metodzie ELFI

(ang. neurotrophin 3/4) — neurotrofina 3/4

o$rodkowy uktad nerwowy

(tac. per 0s) — podanie doustne

(ang. phosphate-buffered saline) — roztwoér soli fizjolo-
gicznej buforowany fosforanem

(ang. phosphoinositide 3-kinase) — kinaza 3-fosfatydyloi-
nozytolu

(ang. protein kinase A) — kinaza biatkowa A

(ang. protein kinase C) — kinaza biatkowa C

16
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PLCy (ang. phospholipase C y) — fosfolipaza C typu gamma
RA (ang. retinoic acid) — kwas retinowy
RTK (ang. receptor tyrosine kinase).— receptory o aktywnosci

Kinazy tyrozynowej

SEM (ang. standard error of the mean) — btad standardowy $red-
niej

SOD dysmutaza ponadtlenkowa

SPR (ang. surface plasmone resonance) — powierzchniowy re-

zonans plazmonow

B domena transbtonowa receptora

TBS (ang. Tris-buffered saline) —roztwor soli fizjologicznej bu-
forowany trisem

Tmax czas, w ktorym osiggany jest Cmax

TrkB (ang. tropomyosin receptor kinase B)— receptor o aktyw-

nosci kinazy tyrozynowej dla BDNF

TrkB-FL (ang. full-lenght TrkB) — receptor TrkB o peinej dtugosci

TrkB-T1 (ang. truncated TrkB) — izoforma receptora TrkB pozba-
wiona domeny kinazowej

TGX (ang. tris-glycine extended) — formulacja zeli poliakryla-
midowych o przedtuzonej stabilnosci tris-glicyny

Tyr tyrozyna

UTR (ang. untranslated region) — rejon mRNA niepodlegajacy
translacji

VR1 (ang. vanilloid receptor 1) — kanat kapsaicyny

1. WSTEP

1.1. Identyfikacja potrzeby medycznej

Depresja to najczeSciej wystepujace w populacji zaburzenie psychiczne przyczyniajace

si¢ do obnizenia jako$ci zycia cztowieka, a w niektorych przypadkach jest powodem

17



WSTEP

przedwczesnej $mierci [1,2]. Wedlug najnowszych danych epidemiologicznych, okoto
350 milionow ludzi na catym $wiecie do§wiadcza W swoim zyciu epizodow depresyjnych
[3,4]. Efektywnosc¢ leczenia dostepnymi terapiami jest ograniczona, co w czestych przy-
padkach prowadzi do nawrotéw choroby lub manifestacji dziatan niepozadanych [5,6].
Szacuje si¢, ze w najblizszych latach depresja stanie si¢ jedna z choréb istotnie obcigza-
jacych system opieki zdrowotnej w wielu krajach [7]. Z uwagi na tak duza skal¢ pro-
blemu, depresja zostata objeta strategicznym programem Swiatowej Organizacji Zdrowia
majgcym na celu poprawe stanu zdrowia psychicznego populacji, tzw., World Health Or-
ganisation Mental Health Gap Action Programme [4].

Uwaza si¢, ze nieprawidlowa synteza, sekrecja oraz zaburzona sygnalizacja czynni-
kow neurotroficznych wywotana m.in. niskim poziomem ekspresji neurotrofin stanowi
jeden z patomechanizméw prowadzacych do rozwoju chordb neuropsychiatrycznych.
Zaburzona homeostaza neurotroficznego czynnika pochodzenia moézgowego (BDNF;
ang. brain-derived neurotrophic factor) jest wskazywana jako gtowny element prowa-
dzacy do manifestacji zaburzen depresyjnych [8-10]. Wedtug tej teorii, przyczyna cho-
roby sg zmiany strukturalne w obszarach mézgu, ktore odpowiadaja za odczuwanie emo-
cji oraz za zdolnosci poznawcze[11-13]. Wykazano, ze u pacjentéw z depresja dochodzi
do zmian neurodegeneracyjnych w hipokampie, korze przedczotowej oraz jadrze migda-
towatym, co koreluje z obnizong ekspresjg genéw na poziomie mRNA (matrycowe RNA,;
ang. messenger RNA) oraz biatka dla BDNF [14-16]. Ponadto, chroniczne stosowanie
lekow przeciwdepresyjnych — oprocz przywrdcenia prawidtowej gospodarki neuroprze-
kaznikowej — indukuje mechanizmy komorkowe prowadzace do produkcji BDNF,

co wplywa na poprawe stanu zdrowia pacjentow [17,18].

Wykazano rowniez, ze BDNF uczestniczy w patomechanizmie innych chorob osrod-
kowego uktadu nerwowego (OUN), dla ktorych moze sta¢ si¢ podstawa nowej terapii.
Jest to zwigzane z neurotroficznym dziataniem BDNF wobec szerokiej populacji neuro-
noéw ulegajacych degeneracji w stanach patologicznych, np.: neuronéow czuciowych i ru-
chowych, ktore sg zwyrodnieniowe W przebiegu peryferyjnych neuropatii czuciowych
oraz stwardnieniu zanikowym bocznym; neuronéw dopaminergicznych istoty czarnej
utraconych w chorobie Parkinsona; oraz neuronéw cholinergicznych przodomézgowia,
ktore odgrywajg istotng role w chorobie Alzheimera [19-21]. Niemniej jednak, zastoso-
wanie BDNF w praktyce klinicznej jest mocno ograniczone. Biatko BDNF jest stabo
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biodostepne po podaniu doustnymi i nie przenika przez barier¢ krew-mozg [22—25]. Do-
datkowo, egzogenny BDNF krazacy we krwi jest wysoce niestabilny gdyz podatny jest
na proteolize i wykazuje krotki okres pottrwania [23,26]. Tak niekorzystne wiasciwos$ci
farmakokinetyczne BDNF stwarzaja konieczno$¢ dostarczenia neurotrofiny bezposred-
nio do struktur mézgowych objetych zmianami patologicznymi, co stanowi inwazyjna
droge podania leku i ogranicza mozliwos$¢ stosowania BDNF jako powszechnej terapii
bez koniecznos$ci asysty personelu medycznego. Dlatego tez alternatywa moze by¢ wy-
korzystanie zwigzkow matoczgsteczkowych bedacych agonistami TrkB (ang. tropomyo-
sin receptor kinase B)- receptora dla BDNF. Zdolnos$¢ zwiazkéw matoczasteczkowych
do penetracji bariery krew-moézg oraz ich wicksza stabilno$¢ w organizmie po podaniu
stanowi ich gltéwna zalete, co istotnie wspiera stluszno$¢ rozwoju zwigzkéw matocza-
steczkowych jako agonistow TrkB. Terapia oparta o zwigzki matoczasteczkowe, ktore
nasladowatyby fizjologiczne wiasciwosci BDNF mogtaby stanowi¢ innowacje, ktora za-
spokoi potrzeby zaréwno medyczne jak i spoteczno-ekonomiczne. Oprocz korzysci tera-
peutycznych, zastosowanie potencjalnego leku opartego na matoczasteczkowym agoni-
scie TrkB obnizytby koszty spoleczne zwigzane z absencja w pracy osob dotknietych
chorobami neuropsychiatrycznymi. Co warte uwagi, terapie oparte o zwiazki matocza-
steczkowe pozwalaja na udoskonalenie struktury chemicznej w celu poprawienia wiasci-
wosci farmakokinetycznych, a to stwarza mozliwo$¢ opracowania wygodnej dla pacjen-

tow postaci leku np. w formie tabletki.

1.2. Biologia BDNF

Neurotrofiny to termin, okreslajacy szereg czynnikéw neurotroficznych oraz czynnikow
wzrostu, ktore wzmacniajg réoznicowanie neurondéw, indukuja proliferacj¢, wptywaja na
funkcje synaptyczne oraz promuja przezywanie neuronéw na roéznych etapach rozwoju
osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego. Odkryty w roku 1982, BDNF, czynnik
neurotroficzny pochodzenia m6zgowego, z uwagi na wysoki poziom ekspresji w OUN,
jest dominujacym neuromodulatorem procesow opisywanych powyzej [27,28]. Dojrzata
posta¢c BDNF (mBDNF; ang. mature BDNF) wykazuje okoto 50% homologii w sekwen-
¢ji aminokwasow z innymi przedstawicielami rodziny czynnikéw neurotroficznych. Na-
lezg do nich czynnik wzrostu nerwéw (NGF; ang. nerve growth factor), neurotrofina 3

(NT-3, ang. neurotrophin 3), oraz neurotrofina 4 i 5 (NT4/5; ang. neurotrophin 4/5).
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BDNF jest w duzej mierze produkowany przez neurony kory nowej, ciata migdato-
watego, wzgorza, podwzgorza, przysadki mozgowe;j i istoty czarnej, gdzie autokrynnie
reguluje procesy zwigzane ze wzrostem i rozwojem dendrytow i aksonow. BDNF jest
syntetyzowany takze przez astrocyty, oligodendrocyty oraz komorki mikrogleju, wyraza-
jac swoje funkcje neurotroficzne i neuroprotekcyjne wzgledem neurondéw na drodze re-
gulacji parakrynnej [29-33]. BDNF jest wykrywalny takze w tkankach obwodowych,
szczeg6lnie w komorkach srodbtonka, kardiomiocytach, mig$niach gladkich naczyn
krwiono$nych, biatych krwinkach, w ktorych rowniez reguluje procesy cyklu i rozwoju
komorkowego [34-39]. Obecnos¢ BDNF zostata potwierdzona takze w wielu typach no-
wotworéw mozgu oraz tkanek peryferyjnych, w ktorych indukuje proliferacje i przyczy-

nia si¢ do progresji nowotworowej [40-42].

1.2.1. Ekspresja BDNF i najwazniejsze mechanizmy regulatorowe

U czlowieka gen kodujacy BDNF sktada si¢ z 11 egzondw oraz 9 alternatywnych promo-
torow regulujacych transkrypcje genu BDNF [43,44]. Przypuszcza sig, Zze obecnos¢ licz-
nych promotoréw kontroluje zalezng od rodzaju stymulacji ekspresje BDNF, umozliwia-
jac komorkom reagowanie na réznorodnos¢ bodzcow. W ludzkim moézgu transkrypcji
ulegaja wszystkie egzony BDNF, jednakze odbywa si¢ to w roznym stopniu i specyficz-

nie dla danego regionu mozgowia [44].

Transkrypcja BDNF zalezy od aktywnosci neuronalnej i potencjalu blonowego neu-
ronu. Sygnatem stymulujgcym do transkrypcji jest m.in. depolaryzacja blony stanowigca
reakcj¢ komorki na zewnetrzny bodziec elektrochemiczny. Dla przyktadu, aktywacja re-
ceptorow NMDA (N-metylo-D-asparaginian) lub kanatow wapniowych bramkowanych
napieciem typu L (L-VGCC, ang. L-type voltage-gated calcium channel) prowadzi do
wzrostu wewnatrzkomoérkowego stezenia wapnia (Ca?") i aktywacji transkrypcji genu
BDNF, gtéwnie z promotora w egzonie IV [45,46]. Podwyzszony poziom wapnia w Neu-
ronach prowadzi do wzrostu stezenia cyklicznego AMP (CAMP; ang. cycylic adenosine
monophosphate) oraz aktywacji szlakéw kinaz MAPK (kinazy aktywowane mitogenami;
ang., mitogen-activated protein kinases), PKA (kinaza biatkowa A; ang. protein kinase
A) oraz CaMKII (kinaza biatkowa zalezna od wapnia/kalmoduliny; ang. Ca2*/calmodu-
lin-dependent protein kinase 11) [46-48]. Aktywnos$¢ promotora IV BDNF jest silnie sty-

mulowana przez wapn 0raz scisle regulowana przez czynnik transkrypcyjny reagujacy na
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cAMP (CREB; ang. cAMP response element binding). Promotor egzonu IV BDNF za-
wiera rowniez elementy odpowiedzi na wapn— CaRE (ang. calcium- response element),
ktore razem z CREB pehia funkcje regulatorows [45,46,49]. Aktywowane wyrzutem
wapnia szlaki kinazowe MAPK, PKC oraz CaMKII powodujg odpowiednio fosforylacj¢
czynnikéw transkrypcyjnych CaRE oraz CREB tworzac kompleks aktywujacy promotor,
co rozpoczyna sekwencj¢ zdarzen prowadzacych do transkrypcji mMRNA BDNF w egzo-
nie 1V [46].

Alternatywne sktadanie egzonéw (ang. splicing) konczy transkrypcje genu biatka
BDNF w dwoch mozliwych miejscach poliadenylacji, dajac poczatek dwém populacjom
MRNA BDNF o r6znej dlugosci, ktore trafiajg do okreslonych przedzialéw neuronalnych
[44,50]. Krotkie transkrypty BDNF sg lokalizowane w ciele komorki gdzie utrzymuja
podstawowa produkcje BDNF. Natomiast diugie transkrypty BDNF kierowane sg do den-
drytow, gdzie ulegaja lokalnej translacji w efekcie pobudzenia neuronalnego [51,52].
BDNF powstajacy z opisanych powyzej dtugich i krotkich transkryptow jest zlokalizo-
wany gtéwnie perikarionie (59%) gdzie jest magazynowany w gestych pecherzykach
rdzeniowych (ang. dense core vesicles) a tylko w 29% jest ukierunkowany na dendryty
[53,54]. Specyficzna translacja kompartmentowa transkryptoéw BDNF jest takze kontro-
lowana przez mikroRNA. Zwigzanie czasteczek mikroRNA takich jak miR-44 czy Let-
7a-3p w regionie zawierajacym sekwencje sygnatowe do poliadenylacji, odpowiednio
przy dtugim lub krotkim 3' UTR (ang. untranslated region) w czasteczce mRNA, dopro-
wadza do degradacji transkryptow BDNF i negatywnej regulacji synaptogenezy [55-57].

1.2.2. Synteza i dojrzewanie BDNF

Synteza i1 dojrzewanie biatka BDNF jest procesem wieloetapowym i obejmuje powsta-
wanie kilku posrednich izoform prekursorowych, co zostato przedstawione na Rycinie 1.
BDNF to silnie zachowane w toku ewolucji biatko, zbudowane z 247 aminokwasow, ule-
gajace syntezie 1 faldowaniu w retikulum endoplazmatycznym jako biatko prekursorowe
pre-proBDNF (32-35 kDa). Po translokacji do aparatu Golgiego, sekwencja sygnatowa
pre-regionu jest odcinana tworzac izoform¢ proBDNF (28-32 kDa) [58]. Nastepnie pro-
BDNF ulega dalszej obrobce proteolitycznej osiggajac forme dojrzatg biatka mBDNF (13
kDa). Proces dojrzewania na tym etapie moze odbywac¢ si¢ zarbwno W przestrzeni we-

wnatrzkomorkowej jak 1w macierzy zewnatrzkomorkowej.  Dojrzewanie
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wewnatrzkomorkowe jest przeprowadzane przez endopeptydazy subtylizyny/keksyny ta-
kie jak furyna, badz za posrednictwem konwertaz zawartych w pecherzykach wewnatrz-
komorkowych [59,60]. Dojrzewanie zewngtrzkomorkowe odbywa si¢ za posrednictwem
plazminy oraz metaloproteaz zewnatrzkomoérkowych 2 i 9 (MMP2/9; ang. matrix metal-
loproteinase 2/9) [61,62].

MMP2
MMPS
plazmina

Q@ — >

aparat
Golgiego

pecherzyki
wewngtrzkomorkowe

retikulum

endoplazmatyczne

|gdro komarkowe

@ pre-pro-BDNF [l pro-BDNF O m-BDNF
A pre-region @ rpro-domena

Rycina 1. Schemat obrazujacy proces dojrzewania biatkka BDNF. W szlaku wewnatrzkomoérkowym se-
kwencja prekursora pre-proBDNF jest wytwarzana w siateczce endoplazmatycznej i transportowana do
aparatu Golgiego. Nastepnie dochodzi do rozszczepienia i usuniecia sekwencji pre-regionu, co determinuje
powstanie niedojrzatej izoformy proBDNF, a dalsze procesowanie i usunigcie pro-regionu prowadzi do
powstania dojrzatej neurotrofiny (mBDNF). Wewnatrzkomorkowe procesy -proteolizy zachodza w pgche-
rzykach wewnatrzkomorkowych umozliwiajac transport neurotrofiny w obrgbie neuronu oraz uwalnianie
do przestrzeni zewnatrzkomérkowych. Procesowanie BDNF zachodzi z udziatem proteaz wewnatrzkomor-
kowych regulowanych przez konwertazy i furyny. W efekcie, zarowno izoformy proBDNF i mBDNF sa
uwalnianie do przestrzeni zewnatrzkomorkowej. Dojrzewanie zewnatrzkomorkowe pro-neurotrofiny jest
przeprowadzane z udzialem metaloproteinaz 2 i 9 (MMP2, MPP9) oraz plazming. Schemat z opracowano
na podstawie Kowianski i wsp., 2018 [60].

Dojrzate biatko BDNF tworzy stabilne homodimery, ktoére moga by¢ wydzielane za-
réwno w szlakach konstytutywnych jak i regulowanych, trafiajgc do obszaréw presynap-

tycznych i postsynaptycznych neuronéw [62,63]. W komorkach neuronalnych, zarowno
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proBDNF jak i mBDNF sg uwalniane w wyniku depolaryzacji btony komorkowe;j
[54,64]. W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze proBDNF rowniez wykazuje aktywnos¢
biologiczna i jest on autonomicznym ligandem, oddziatujacym z receptorem p75N"R oraz
sortyling [65,66]. proBDNF moze tez wyst¢gpowac¢ jako biatko polimorficzne. Substytucja
waliny na metioning w pozycji 66 (Val66Met) w sekwencji pro-domeny ostabia interak-
cje proBDNF z receptorem sortylinowym. Mutacja ta nie wptywa na sekwencj¢ amino-
kwasowg dojrzatego biatka BDNF, niemniej jednak ma swoj wptyw na sortowanie, trans-
port i uwalnianie neurotrofiny w momencie pobudzenia neuronalnego [60,67]. Konse-
kwencja tych procesow sg zmiany morfologiczne neurondw oraz zaburzenia plastyczno-
$ci synaptycznej. Wykazano korelacje pomiedzy fenotypem Val66Met, a rozwojem za-

burzen poznawczych, lekowych oraz depresyjnych [60,68,69].

proBDNF wykazuje przeciwstawne funkcje w stosunku do dojrzatego BDNF. Wyka-
zano, ze proBDNF ma wlasciwos$ci proapoptotyczne i negatywnie wplywa na architek-
tur¢ neurondéw, CO wyraza si¢ poprzez cofanie stozka wzrostu i kurczenie kolcéw dendry-
tycznych [70,71]. W konsekwencji, ze wzgledu na zmniejszenie liczby neuronéw i po-
gorszenie funkcji synaps, procesy te przyczyniaja si¢ do dtugotrwalej depresji synaptycz-
nej, co pokazano w neuronach rejonu hipokampa [72-74]. Fizjologiczne znaczenie
wszystkich tych pozornie negatywnych procesow mozna wytlumaczy¢ redukcja nadmier-
nej liczby dojrzewajacych neurondéw, eliminacja uszkodzonych lub nieprawidiowo dzia-
fajacych komorek, a takze likwidacja nieprawidtowych potaczen, ktore sa nieskuteczne
podczas ksztalttowania pamigci czy W innych procesach kognitywnych. Stosunek proB-
DNF do mBDNF rdzni si¢ miedzy poszczegdlnymi etapami rozwoju mozgu i jego regio-
nami. Podczas gdy we wezesnym okresie poporodowym odnotowuje si¢ wyzsze stgzenie

proBDNF, mBDNF przewaza w wieku dorostym [74].

BDNF odgrywa krytyczna role w wielu procesach zachodzacych w OUN, zaréwno
na poziomie komorkowym jak i strukturalnym. Do najwazniejszych funkcji nalezy udziat
W rozwoju systemu nerwowego poprzez wpltyw na réznicowanie oraz wzrost neuronow.
BDNF reguluje mechanizmy plastycznosci synaptycznej zwigzanej z procesami uczenia
si¢ 1 pamigci oraz funkcji poznawczych, poprzez wplyw na procesy dlugotrwalego
wzmocnienia i ostabienia synaptycznego (LTP; ang. long-term potentiation; LTD; ang.
long-term depression) [66,75]. Ponadto, BDNF pehi funkcje neuroprotekcyjne w stanach

stresu komorkowego, zwigzanego np. z ekscytotoksyczno$cig glutaminergiczng [63].
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Warunkiem odpowiedzi komorki na dziatanie BDNF jest zwigzanie czynnika neurotro-
ficznego przez receptor TrkB, ktory nalezy do klasy receptorow o wiasciwosciach kinazy

tyrozynowej (RTK; ang., receptor tyrosine kinase).

1.3. Rodzina receptoréw Trk

Rodzine receptoréw Trk (ang., tyrosine receptor kinase) stanowig biatka btonowe posia-
dajace aktywnos¢ kinazy tyrozynowej i wigzace czynniki neurotroficzne. Nazwa tychze
receptorow wywodzi si¢ od odkrycia onkogenu, kodujacego tropomiozyng niemig-
$niowa, potgczong poprzez domene transbtonows z cytoplazmatyczng kinazg tyrozynowa
[76]. W konsekwencji proto-onkogen nazwano kinazg zwigzang z tropomiozynag, dzi$ po-
wszechnie okreslanym jako trkA. Geny trkB oraz trkC zostaty zidentyfikowane poprzez
wysokg homologi¢ do trkA. Porownania ich sekwencji ze znanymi wowczas, innymi
transblonowymi kinazami tyrozynowymi wykazaly, iz koduja one zupeinie nowa klase
powierzchniowych receptorow kinaz tyrozynowych [66,77]. Specyficzny wzorzec eks-
presji w obrebie uktadu nerwowego sugerowat aktywny udziat receptorow Trk w rozwoju
I funkcjonowaniu neuronow. Pdzniejsze badania potwierdzily stusznos$¢ tej hipotezy,
udowadniajac, ze czynnik wzrostu nerwoéw (NGF) wigze si¢ do TrkA i indukuje aktyw-
nos¢ kinazy tyrozynowej [78-80]. Wykazano rowniez, ze TrkB oraz TrkC takze sg re-
ceptorami dla czynnikow neurotroficznych. Neurotrofina 3 wykazuje powinowactwo do
receptora TrkC, za$ ligandami dla TrkB sg neurotrofina 4 oraz BDNF [75,81,82].

1.4. Biologia receptora TrkB

1.4.1. Warianty, wystepowanie i charakterystyka strukturalna receptora
TrkB

U cztowieka receptor TrkB jest kodowany przez gen NTRK2, zlokalizowany na chromo-
somie 9922, o dtugosci 590 kpz i sktada si¢ z 24 egzonoéw. Korzystajac z alternatywnych
promotordéw, miejsc splicingu i poliadenylacji, z genu NTRK2 moze powsta¢ co hajmniej
100 izoform mRNA, ktore moga kodowac¢ 10 biatek [83]. Najpowszechniej wystepuja-

cymi formami w osrodkowym uktadzie nerwowym jest biatko TrkB o pelnej dlugosci
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(TrkB-FL; ang. full lenght TrkB) oraz forma pozbawiona domeny katalitycznej (TrkB-
T1, ang., truncated TrkB) (Rycina 2) [66,83,84].

Cmes[T ECD o IcD
Egzon # [ 5-14 ] [ 15 ] [ 16 ][ 17-19 ][ 20-24 ]

Start Miejsce splicingu Domena
kodon dla TrkB-T1 kinazy tyrozynowej

Domena
kinazy
tyrozynowej

Rycina 2. Struktura genu i izoform bialka TrkB. (A) Ekspresja genu NTRK2 umozliwia powstanie nie-
mal 100 produktéw genu z powodu alternatywnego splicingu i miejsc poliadenylacji jego 24 egzonow.
Egzony 1-4 zawieraja sekwencje IRES (ang. internal ribosome entry site— wewngtrzne miejsce wiazania
rybosomu) bogate w G/C. Kodon start dla dwoch najliczniejszych produktow genu, TrkB-FL i TrkB-T1
znajduje si¢ w egzonie 5. Egzony 5-16 sg wspolne dla transkryptow TrkB-FL i TrkB-T1. Egzony 5-14
kodujg domene zewnatrzkomérkowg (ECD), egzon 15 koduje domene transbtonows (TB), a egzon 16 ko-
duje konserwatywna domene wewnatrzkomorkowa (ICD) wspolng dla TrkB-FL i TrkB-T1. TrkB-FL ma
rozbudowana domene wewnatrzkomérkowa kodowang przez egzony 16-24, gdzie egzony 20-24 koduja
domeng kinazy tyrozynowej. (B) Konserwatywne domeny biatkowe TrkB-FL i TrkB-T1. ECD zawiera 5
domen, w tym 2 regiony bogate w cysteing (Cys), region bogaty w leucyne (Leu) i dwie domeny Ig-po-
dobne (Ig). Domeny przedstawione w (B) wykazuja 100% homologi mi¢dzy izoformami TrkB-FL i TrkB-
T1. (C) Struktura domeny wewnatrzkomorkowej TrkB-FL i TrkB-T1. TrkB-FL ma dtugo$¢ 822 amino-
kwasow i zawiera wiele znanych domen wigzacych. TrkB-T1 ma dtugo$é 477 aminokwasow i nie zawiera
katalitycznej domeny kinazy tyrozynowej. TrkB-T1 zawiera dwie potencjalne domeny wiazaca w sekwen-
cji KFG oraz LFH. Opracowano na podstawie Fenner i wsp., 2012 [84].
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Domena wewnatrzkomoérkowa receptora jest specyficzna dla danego izotypu poczaw-
szy od trzynastego aminokwasu w tancuchu polipeptydowym. TrkB-FL zawiera ztozona
domeng katalityczng bogatg w tyrozyne¢ i miejsca wigzania dla biatek Shc i fosfolipazy
C typu gamma (PLCy) [75,84,85]. Krotki, cytoplazmatyczny ogon TrkB-T1 zawiera
reszty serynowe oraz sekwencje KFG (lizyna-fenyloalanina-glicyna) rozpoznawalna
przez biatko SNT i sekwencj¢ wigzaca LFH, natomiast pozbawiona jest domeny kinazo-
wej 1 miejsc wigzania dla biatek Shc i PLCy (Rycina 2C) [65,84].

Uktad strukturalny zewnatrzkomoérkowej domeny receptorow TrkB-FL i TrkB-T1
jest homologiczny (Rycina 2B). Pi¢¢ domen wigzacych (D1-D5) zlokalizowanych w cze-
$ci zewnatrzkomoérkowej osigga dlugos¢é 398 aminokwasow i ulega glikozylacji (Haniu
i in., 1995). Sekwencja sygnalizacyjna zlokalizowana przed domeng D1 kieruje i umiej-
scawia biatko receptorowe w btonie komorkowej neuronu [87,88]. Otoczone domenami
cysteinowymi regiony bogate w leucyne majg zasadnicze znaczenie w stabilizacji two-
rzonego kompleksu receptora z ligandem poprzez odpowiednie uksztattowanie konfor-
macji TrkB. Domeny immunoglobulinopodobne (1g1 i 1g2) odpowiadajg za wigzanie li-
ganda [89,90]. Wykazano, ze za rozpoznanie liganda w szczeg6lnosci odpowiedzialna
jest domena Ig2, a obecnos¢ krotkiej wstawki w tym regionie determinuje preferencje
TrkB do wigzania z NT-3/4 lub BDNF [91]. Na Rycinie 3 przedstawiono model struktu-
ralny kompleksu TrkB-d5:NT4/5, ze wskazaniem na miejsca oddziatywan w kieszeni

wigzacej domeny Ig2 receptora TrkB [92].

Rycina 3 Struktura krystaliczna kompleksu TrkB-d5:NT4/5. Ortogonalny widok catej struktury kom-
pleksu. Jednostke krysztatu stanowi jeden homodimer NT4/5 zwigzany z dwoma monomerami TrkB-d5.
Homodimer NT4/5 jest zabarwiony na czerwono (jeden monomer) i niebiesko (drugi monomer) wraz z ade-
kwatnym oznaczeniem elementéw struktury drugorzedowej. TrkB-d5 oznaczono kolorem cyjano-
Wym z zaznaczeniem struktury B-harmonijki. Na z6tto pokazano wigzania pomigdzy resztg Arg-11 neuro-
trofiny NT4/5 z resztami Asp-298, Cys-302 i Cys-345 receptora TrkB, ktore okreslajg potozenie miejsca
dla specyficznos$ci interakcji. Na fioletowo zaznaczono wigzania reszt NT-4/5 GIn-94 i Arg-114 z resztami
TrkB Asp-349 i Asn-350, ktore wskazujg lokalizacje konserwatywnego miejsca oddziatywania. Na pod-
stawie Naylor i wsp., 2002 [92].

(Rycia na nastgpnej stronie)
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Po zakonczonej translacji w retikulum endoplazmatyczym, biatko TrkB jest kiero-
wane do aparatu Golgiego, gdzie ulega dojrzewaniu. Nastepnie, receptor jest pakowany
do pecherzykéw wydzielniczych i kierowany do blony komoérkowej na krancach aksonow
badz dendrytéw. Transport TrkB odbywa si¢ wzdtuz mikrotubul, a w proces ten zaanga-
zowane sg biatka motoryczne z rodziny kinezyn [93,94]. Poczatkowo uwazano, ze recep-
tor TrkB jest produkowany jedynie w komodrkach nerwowych OUN. Obecnie wiadomo,
ze TrkB jest takze prezentowany na powierzchni blony komoérkowej makrofagéw, komo-
rek endokrynnych, komoérek miesni gtadkich i poprzecznie prazkowanych oraz komoérek
uktadu immunologicznego [66,95]. Ponadto, TrkB jest takze wykrywalny w komorkach
nowotworowych raka piersi, ptuc, jelita grubego, prostaty, szpiczaka oraz w guzach lim-
foidalnych [96]. W osrodkowym uktadzie nerwowym TrkB jest szeroko rozpowszech-
niony i ulega syntezie zar6wno na etapie rozwoju embrionalnego, jak i u dorostych osob-
nikéw [87]. Najwicksza ekspresj¢ TrkB wykazano w czesci zbitej istoty czarnej, grzbie-
towych jadrach szwu, polu brzusznym nakrywki, korze frontalnej, hipokampie, mézdzku,

podwzgorzu oraz W strukturach narzadu wzroku [97,98].

1.4.2. Mechanizm aktywacji receptora TrkB i transdukcji sygnatu

1.4.2.1. Zmiany konformacyjne

Zwiazanie liganda z TrkB doprowadza do aktywacji receptora poprzez fosforylacje

miejsc tyrozynowych w jego domenie wewnatrzkomorkowej. W nastepstwie tych
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procesoOw dochodzi do transdukcji sygnatu i aktywacji szlakow sygnatowych, ktore wy-

wieraja specyficzny efekt funkcjonalny w komorce.

Zgodnie z jednym z postulatow, dimeryzacja RTK (ang. receptor tyrosine kinase; re-
ceptor kinazy tyrozynowej) w btonie komoérkowej jest konieczna, ale niewystarczajaca
do aktywacji receptora. Istniejg réwniez strukturalne wymagania aby doszto do transfos-
forylacji pomiedzy dwoma podjednostkami dimeru receptora TrkB [99,100]. Niezbedna
jest rowniez odpowiednia orientacja domeny kinazowej w dimerze, ktora jest osiggana
dopiero po zwigzaniu liganda, po czym nastgpuje rearanzacja struktury na catej dtugosci
receptora jednoczes$nie [101-103]. Ta teoria zostata udowodniona eksperymentalnie,
gdyz wykazano, ze konformacja regionu transbtonowego (TB) ulega zmianie po zwigza-
niu liganda, co koreluje ze wzrostem fosforylacji receptora [102,104]. Co wigcej, rotacje
dimerycznego TB prowadza do okresowych oscylacji aktywnosci kinazy co sugeruje, ze
sama domena katalityczna jest wrazliwa na zmiany strukturalne zachodzace w tym regio-
nie [105]. Istnieje tez alternatywny poglad, ktory sugeruje, ze zmiany strukturalne wywo-
fane przez ligandy nie mogg by¢ propagowane wzdtuz dtugosci RTK, poniewaz taczniki
miedzy réoznymi domenami sg ,,sztywne” i nieustrukturyzowane [106]. Wykazano bo-
wiem, ze domeny ECD oraz ICD moga zmienia¢ konformacje niezaleznie od siebie
[103,107,108].

Znane sa dwa modele aktywacji TrkB w kontekscie dimeryzacji. Pierwszy z nich
zwany modelem kanonicznym, badz tez dyfuzyjnym, zaktada Ze monomery TrkB dime-
ryzuja 1 wzajemnie si¢ aktywuja tylko po zwigzaniu liganda. Nie majac sklonnosci do
spontanicznej — wzajemnej interakcji, w przypadku braku liganda pozostajg jako mono-
mery [66,109,110]. Zgodnie z drugim postulatem, receptor TrkB tworzy dimery zanim
przytaczy si¢ do niego ligand [103]. Z uzyciem techniki transferu energii rezonansu flu-
orescencji (FRET; ang. Forster resonance energy transfer) oraz TrkB sprzezonego z biat-
kiem fluorescencyjnym (eYFP/mTurquoiuse) wykazano, ze obydwa modele sa praw-
dziwe, i zjawiska moga zachodzi¢ rownolegle. W komorkach liniit HEK 293 pochodzacej
z ludzkich embrionalnych komorek nerki (ang., human embryonic kidney), ktore transfe-
kowano cDNA TrkB, egzogenny receptor TrkB wystepuje w blonie zarowno w formie
monomerycznej jak i dimerycznej, w zaleznosci od poziomu jego ekspresji i zgodnie
z prawem masy [99]. Wzrost poziomu ekspresji TrkB moze powodowa¢ przejscie TrkB

z populacji monomerycznej do populacji gldéwnie dimerycznej, nawet przy braku liganda.
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Kiedy ligand wigze si¢ do wolnego dimeru TrkB prowokuje przejscie do strukturalnie
odrgbnego stanu dimerycznego o wigkszej stabilnosci, co okre§lono modelem tranzycyj-
nej aktywacji TrkB [103]. Autorzy podkreslajg jednak, ze procesy te sa dynamiczne a ich
pelne zrozumienie wymaga szerszego kontekstu i odniesienia do komoérek neuronalnych.
Stwierdzenie to wydaje si¢ by¢ uzasadnione, gdyz badania przeprowadzone przez Zahavi
I wsp. (2018), na neuronach izolowanych z rdzenia krggowego sugeruja, ze TrkB wyste-
puje w blonie komérkowej w postaci monomerycznej, a forma dimeryczna TrkB jest
obecna jedynie w endosomach [111]. Wyniki tych badan wskazujg tez na selektywng
I specyficzng transdukcje sygnatu wewnatrzkomorkowego, w zaleznosci od aktywacji
monomeru czy dimeru receptora TrkB [111]. Jak dotad, jest to pierwsze i jedyne badanie
wskazujace na dualny mechanizm dziatania TrkB i niewatpliwie wymaga dalszej eksplo-
racji, szczeg6lnie w konteks$cie innych populacji neuronéw na réznych etapach ich roz-

Woju oraz w warunkach in vivo.

Niemniej jednak, wydaje sie, ze uniwersalnym modelem aktywacji receptora jest stan
w ktorym: (i) monomery TrkB maja sktonno$¢ do interakcji bocznych i tworzenia dimeru
bez obecnosci liganda; (ii) niezwigzane z ligandem dimery TrkB maja r6zng stabilno$¢
(co za tym idzie — liczba dimeréw zalezy od sytuacji fizjologicznej); (iii) zwiazanie
BDNF do TrkB stabilizuje strukture dimeru; (iv) zwigzanie liganda wywotuje zmiany

strukturalne w dimerze.

1.4.2.2.  Sciezki sygnalowe kontrolowane aktywno$cia TrkB

TrkB moze ulega¢ fosforylacji w kilku miejscach na wewnatrzkomérkowych resztach
tyrozynowych, a fosforylacja poszczegolnych z nich prowadzi do aktywacji okre$lonych
szlakow sygnalowych. Podwdjne reszty tyrozyn 706/707 znajduja si¢ w miejscu autofos-
forylacji, ktore sg wymagane do osiagnigcia stanu aktywacji TrkB [72,79]. Ufosforylo-
wane tyrozyny (Tyr) w pozycji 515 oraz 816 stanowig miejsce dokowania dla biatek efek-
torowych, ktore inicjuja kaskade wewnatrzkomoérkowych szlakéw sygnatowych. W ko-
morkach neuronalnych scharakteryzowano trzy gtoéwne $ciezki sygnatowe zwigzane z ak-
tywacja TrkB: fosfolipazy typu gamma (PLCy, ang. phospholipase C y); kinazy 3-fosfa-
tydyloinozytolu (P13K, ang. phosphoinositide 3-kinase), oraz kinaz aktywowanych czyn-

nikami zewnetrznymi (ERK, ang. extracellular-signal-regulated kinases— zwane rowniez
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kinazami MAP, MAPK) [112]. Na Rycinie 4 przedstawiono schemat kaskady sygnatowe;j
BDNF-TrkB.

Plastycznosc
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Rycina 4. Uproszczony schemat kaskady sygnalowej BDNF-TrkB. Aktywacja receptora TrkB w wy-
niku zwigzania BDNF prowadzi do pobudzenia wewnatrzkomoérkowych $ciezek sygnatowych PI3K-AKkt,
PLCy oraz ERK. Poszczegdlne etapy transdukcji sygnatu opisano szczegotowo w tekscie. Schemat opra-
cowano na podstawie Duman i wsp., 2012 [112].

14221 PLCy1

Fosforylacja reszty tyrozynowej znajdujacej si¢ najblizej C-konca (Tyr816) prowadzi do
rekrutacji i aktywacji fosfolipazy C typu gamma (PLCy). Biatko PLCy hydrolizuje 3,5-
bisfosforan fosfatydyloinozytolu (PI,3,5)P. do diacyglicerolu (DAG) oraz trifosforanu
inozytolu (IP3). IPs prowadzi do uwolnienia wewnatrzkomérkowego Ca?*, co z kolei ak-
tywuje biatka regulatorowe, takie jak kalmodulina, kinazy biatkowe zalezne od wapnia
CaMKII oraz fosfatazy takie jak kalcyneuryna. W nastepstwie tych zdarzen, CaMKII in-
dukuje fosforylacje czynnika transkrypcyjnego CREB, ktory po translokacji do jadra ko-
morkowego moduluje ekspresje¢ genow [20,113]. Dodatkowo, w wyniku wyrzutu wapnia
oraz wzrostu wewnatrzkomorkowego poziomu DAG aktywacji ulega kinaza biatkowa C
(PKC, ang. protein kinase C), ktora po translokacji do membrany komorkowej aktywuje
sciezke sygnatowa zwigzang z ERK. Proces ten odbywa si¢ za posrednictwem malej
GTP-azy Ras oraz kanatu kapsaicyny (VR1, ang. vanilloid receptor 1) [20,114] W kon-
tekscie funkcjonalnym, aktywacja $ciezki sygnalowej zwigzanej z PLCy wptywa na
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morfologi¢ komoérek neuronalnych powodujac wzrost i dojrzewanie neurytow co pozy-

tywnie wptywa na plastyczno$¢ synaptyczng [20,63].

1.4.2.2.2. PI3K-Akt

Aktywacja receptora TrkB i fosforylacja tyrozyny 515, znajdujace;j si¢ najblizej domeny
transbtonowej tworzy miejsce przylaczania dla biatka adaptorowego Shc. Interakcja Shc
z TrkB prowadzi do aktywacji kinazy PI3K za posrednictwem biatek Grb2 oraz Gab2.
W tym czasie dochodzi réwniez do lokalnej reorganizacji btony komorkowe;j (fosforyla-
cja fosfolipidow inozytolowych w pozycji 3”) [63,115]. W konsekwencji tych procesow
biatko Akt (kinaza serynowo-treoninowa) ulega translokacji do btony komoérkowe;j i zo-
staje aktywowane przez PI3K. Prowadzi to do reorganizacji cytoszkieletu oraz zwigksze-
nia translacji biatek za posrednictwem szlaku mTOR (ssaczy cel rapamycyny; ang. mam-
malian target of rapamycin), oraz wzmocnienia wzrostu aksonéw poprzez fosforylacje
I dezaktywacje kinazy syntazy glikogenu 3 izoformy 3 (GSK3; ang. glycogen synthase
kinase 3 f) [116,117]. Akt promuje przezywalnos¢ neuronow poprzez modulacj¢ biatek
regulatorowych uczestniczacych w procesie apoptozy. Indukuje fosforylacj¢ proapopto-
tycznego biatka Bad co uniemozliwia interakcje z Bcel-xL, dzieki czemu Bcl-xL utrzy-
muje swoje wlasciwosci antyapoptotyczne, przyczyniajgc si¢ do zachowania integralno-
$ci btony mitochondrialnej [65,66]. Dodatkowo, Akt reguluje aktywnos$¢ niektorych
czynnikow transkrypcyjnych. Poprzez fosforylacje FKHRL1 (widelec zawierajacy czyn-
nik transkrypcyjny, ang. forkhead-like transcription factor) biatko Akt indukuje asocjacje
tego czynnika transkrypcyjnego z biatkiem 14-3-3. W konsekwencji dochodzi do sekwe-
stracji FKHRL1 w cytoplazmie, co uniemozliwia na dalszych etapach kaskady aktywacje
transkrypcji kilku gendéw, ktorych produkty promuja apoptoze [118]. Co wigcej, Akt
uczestniczy w fosforylacji IkB powodujac jego degradacje, skutkuje to uwolnieniem
I translokacja do jadra komoérkowego kompleksu biatkowego NF-«kB (ang. nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). Aktywacja receptora TrkB pod wpty-
wem BDNF w neuronach hipokampalnych aktywuje czynnik transkrypcyjny NF-«B,
ktory indukuje ekspresje genow wplywajacych na neuroprotekcje [119].
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1.4.223. ERK

Obok kaskady sygnatowej PI3K-Akt, integracja biatka Shc z receptorem TrkB inicjuje
wieloetapowa Sciezke sygnatowa zwigzang z kinazami aktywowanymi czynnikami ze-
wnetrznymi ERK (zwanymi rowniez MAP kinazami). Transdukcja sygnatu jest zapoczat-
kowana poprzez fosforylacje biatka Shc, co prowadzi do interakcji z biatkiem wigzgcym
receptor dla czynnika wzrostu typu 2 (Grb2) w kompleksie z biatkiem SOS. W nastep-
stwie aktywacji biatka Ras, za posrednictwem biatka Raf dochodzi do aktywacji kinaz
biatkowych aktywowanych mitogenami MEK, ktére powodujg fosforylacje i przejsciowg
aktywacje ERK [72]. Regulacja sciezki sygnatowej odbywa si¢ na zasadach sprzezenia
zwrotnego i ma na celu ostabienie sygnatu poprzez fosforylacje poszczegodlnych elemen-
tow regulatorowych oraz uruchomienie endogennych fosfataz. Biatko ERK posredniczy
w fosforylacji SOS, co powoduje dysocjacje kompleksu Grb2-SOS, w efekcie biatko Ras
nie zostaje aktywowane a $Sciezka sygnatowa ulega wyciszeniu [66]. Przedtuzona akty-
wacja ERK wymaga zaangazowania innego biatka adaptorowego, Frs2, ktory podobnie
jak Shc jest fosforylowany przez aktywny TrkB. Transdukcja sygnatu przebiega podob-
nie jak w szlaku Shc-Grb2/SOS-Ras, jednakze gtéwnymi biatkami adapterowymi oraz
sygnatowym sg odpowiednio Crk i Rapl [66].

Kinazy MAP aktywowane przez Ras i Rapl majg rozne cele molekularne, ktore
wspoltdziataja ze sobg i posrednicza w transkrypcji gendw uczestniczacych w réznicowa-
niu komoérek. Wykazano, ze ERKS ale nie ERK1/2 aktywuja MEF2, podczas gdy czynnik
transkrypcyjny Elk1 jest aktywowany wylacznie przez ERK1/2. Substratami dla biatek
ERK1, ERK2 oraz ERKS jest rodzina kinaz biatkowych Rsk, ktore fosforyluja czynnik
transkrypcyjny CREB. CREB reguluje ekspresj¢ genow, ktorych produkty s3 niezbgdne
do normalnego réznicowania oraz przedtuzenia zywotnosci neuronéw zaréwno in vitro

jak i in vivo [65,66].
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1.5. Zaburzenia interakcji BDNF-TrkB w chorobach neuropsychiatrycznych na

przykladzie depresji

Istniejg dowody wskazujace na bezposrednig zalezno$¢ pomiedzy zaburzeniami interak-
cji BDNF-TrkB, a depresja, co manifestuje si¢ przede wszystkim poprzez zmiany w pla-

styczno$ci mozgu [60,112].

Neuroplastycznos¢ czy tez plastycznos$¢ neuronalna, to zdolnos¢ uktadu nerwowego
do reorganizacji struktury, funkcji i potgczen neuronalnych w odpowiedzi na zdobywane
doswiadczenie, czy tez czynniki wewnetrzne i zewngtrzne [120,121]. Jest procesem zto-
zonym i obejmuje: zmiany architektury neuronéw poprzez wzrost dendrytéw, tworzenie
nowych potaczen synaptycznych, usuwanie zdegenerowanych neurondw oraz neuroge-
nezg— czyli powstawanie nowych neuronéw w obszarach proliferacyjnych mozgu
[60,112,120].

Projekcje neuronalne przechodzace przez jadra migdatowate, hipokamp oraz kore
czolowa determinuja zdolno$¢ mézgu do tworzenia epizodycznej i deklaratywnej pamieci
[122]. Hipokamp to jedna z nielicznych struktur mézgowych, w ktoérej zachodzi neuro-
geneza w wieku dorostym, odpowiadajaca za procesy poznawcze, pami¢é¢ oraz regulacje
nastroju [123,124]. Objawy depresji zwigzane z przezywaniem negatywnych emocji, pro-
blemy z koncentracja, zapamigtywaniem oraz uczeniem si¢, bezposrednio koreluja ze
zmianami anatomicznymi w moézgu. W badaniach posmiertnych (fac. post mortem)
U oséb z depresja, wykazano zredukowang objetos¢ hipokampa, w ktorym wykryto
zmniejszong neurogenezg¢ oraz zmiany w morfologii komoérek nerwowych [8,57]. Po-
nadto, wykazano degeneracj¢ komorek glejowych w korze przedczotowej oraz ostabienie
przewodnictwa synaptycznego [8,125]. Badania histologiczne post mortem wskazuja na
zmniejszong ekspresj¢ genéw BDNF i TrkB w hipokampie i korze przedczotowej u 0sob
z depresja, ktore popetnity samobdjstwo [126,127]. Profil sekrecji BDNF jest zaburzony
U pacjentéw z depresja, oraz w okresie remisji choroby afektywnej dwubiegunowej. Ist-
nieje silna korelacja pomigdzy niskim stgzeniem BDNF w surowicy krwi, a manifestacja
choroby afektywnej dwubiegunowej [128,129]. Przewlekly stres oraz glikokortykoidy
dziataja hamujaco na proces neurogenezy, gtownie poprzez zmniejszenie syntezy BDNF

[130]. Chroniczne podawanie lekéw przeciwdepresyjnych oraz litu, czy sam proces
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uczenia wykazujg efekt przeciwstawny— promuja neurogeneze oraz zwigkszaja zdolnos¢

neuronéw do przetrwania na drodze zaleznej od TrkB-BDNF [131,132].

Udziat sygnalizacji BDNF-TrkB w odpowiedzi antydepresyjnej jest dobrze udoku-
mentowany. Wykazano, ze rézne klasy antydepresantow zwigkszaja poziom mRNA
BDNF w hipokampie i korze mozgowej poprzez redukcje acetylacji histonow w regio-
nach promotorowych genu BDNF [133]. W badaniach na gryzoniach wykazano, ze po-
danie lekéw przeciwdepresyjnych podnosi poziom ekspresji TrkB i indukuje $ciezki sy-
gnalowe zalezne od TrkB w hipokampie i przodomoézgowiu W ciagu kilku godzin od ich
podania [132,134,135]. Podobne wyniki uzyskano po ostrym podaniu ketaminy, ktora
wykazuje szybki oraz dlugotrwaty efekt przeciwdepresyjny i jest obecnie rozwijana jako
nowa terapia w leczeniu depresji lekoopornej [136-138]. Ponadto, bezposrednia infuzja
BDNF do hipokampa zmniejsza zachowania depresyjne u gryzoni. Wykazano, ze u gry-
zoni w modelu wyuczonej bezradno$ci egzogenny BDNF, redukuje opoznienia ucieczki
1 ryzyko niepowodzen po porazeniu pradem oraz istotnie skraca czas bezruchu w tescie
wymuszonego pltywania [139-141]. Co ciekawe, iniekcja BDNF do jadra potlezacego lub
okolicy nakrywkowej brzusznej sprzyja efektom depresyjnym, wykazujac zalezny od re-
gionu mozgu wplyw BDNF na regulacj¢ nastroju U szczurow [142]. Wykazano tez, ze
warunkowe wytaczenie genu BDNF w rejonach przodomézgowia zwigksza zachowania
depresyjne u samic, ale nie u samcow myszy i blokuje dziatanie lekow przeciwdepresyj-
nych tj. dezypraminy lub ketaminy [136,143,144]. Podobnie, warunkowe wylaczenie
genu TrkB w zakrecie zebatym hipokampa lub hamowanie sygnalizacji TrkB, wywotane
poprzez nadekspresje TrkB-T1 blokuje dziatanie lekow przeciwdepresyjnych u myszy
[145,146]. Co wigcej, pacjenci z polimorfizmem Val66Met w genie BDNF sg niewraz-
liwi na leki przeciwdepresyjne oraz leczenie ketaming [147,148].

Wida¢ zatem, Ze zaburzenia szlaku sygnatowego BDNF odgrywaja istotna rol¢ w pa-
togenezie zaburzen depresyjnych, a przywrocenie rownowagi BDNF-TrkB jest warun-
kiem osiggniecia stanu remisji. Niestety, proby wprowadzenia BDNF jako srodka tera-
peutycznego zakonczyty sie porazka, gdyz BDNF wykazuje niekorzystne wtasciwosci
farmakokinetyczne. BDNF podany obwodowo ulega szybkiej degradacji oraz nie prze-
nika przez barier¢ krew-mozg [22,25,57,149]. Niemniej jednak, racjonalnym rozwigza-
niem, na ktorym opierataby si¢ nowa terapia bytoby zwiekszenie produkcji endogennego

BDNF. W tym celu przetestowano dotychczas rdzne strategie: (i) podjeto probe
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opracowania czasteczek indukujacych transkrypcje, translacje¢ i sekrecjg¢ BDNF [150]; (ii)
dostarczano do struktur moézgowych (m.in. pragzkowia, mozdzka oraz kory czotowej) gen
BDNF za posrednictwem adenowirusa lub innych wektoréw wirusowych [151-154]; oraz
(iii) dostarczano m.in. do rdzenia kregowego komoérki produkujace BDNF w formie bez-
posredniej badz kapsutkowanej [155-157]. Przedstawione rozwigzania jak dotad nie wy-
kroczyty poza obszar badan przedklinicznych, jednakze uzyskane wyniki stanowig obie-
cujacy punkt wyjscia do dalszej eksploracji 1 rozwoju terapii celujacej w gospodarke
BDNF. Inng formg wykorzystania BDNF w farmakoterapii s3 metody oparte na dostar-
czaniu egzogennego biatka, cho¢ wybdr drogi podania leku w tym przypadku jest w dal-
szym ciggu limitowany niemozno$cig BDNF do przekraczania BBB (ang. blood-brain
barier; bariera krew-moézg). Badano takze, stosunkowo nieinwazyjne, pozwalajace omi-
na¢ barier¢ krew-mozg donosowe podawanie preparatu zawierajacego BDNF [158-162].
Pomimo, iz $luzéwka nosa jest dobrze ukrwiona i fatwo przepuszczalna dla ksenobioty-
kow to stosunkowo duza (w porownaniu do zwigzkoéw chemicznych) masa czgsteczkowa
BDNF mocno ogranicza jego wchtanianie do organizmu [163]. Proby sprz¢zenia BDNF
z innymi czasteczkami w celu poprawienia jego parametrow PK i zwigkszenia penetracji
BBB takze nie przyniosty oczekiwanych rezultatow [10,164,165]. Nie mniej wazne sa
rowniez aspekty ekonomiczne, sam proces produkcji rekombinowanego BDNF na skalg
przemystowa o pozadanej czysto$ci farmaceutycznej jest kosztowo nieefektywny,
z uwagi na niskg wydajnos¢ proceséw biotechnologicznych [166]. Dodatkowo, jak kazda
terapia roOwniez 1 ta oparta na BDNF niesie za sobg ryzyko wystgpienia objawow niepo-
zadanych. Do najczesciej odnotowanych w przeprowadzonych badaniach klinicznych na-
leza: zaburzenia snu, agitacja, parestezja, napady epileptyczne oraz biegunka [167,168].
Podsumowujac, zadne z powyzszych rozwigzan technologicznych nie zostato zarejestro-
wane jako nowa forma terapii przez wlasciwe agencje ds. rejestracji lekow. Ogromny
wysitek wlozony w opracowanie nowoczesnej terapii, ktdra posrednio badz bezposrednio
miataby odwroci¢ zmniejszenie poziomu BDNF w stanach chorobowych pozostaje niee-
fektywna, badZ wymaga dalszej eksploracji, rozwiazujac kwestie zwigzane z biodostep-
noscig BDNF, bezpieczenstwem oraz kosztami terapii. Z puntu widzenia farmakologicz-
nego, zwigzki matoczasteczkowe, ktore wykazywatyby powinowactwo do receptora
TrkB i bylyby zdolne indukowa¢ jego aktywnos$¢ i moglyby nasladowac fizjologiczny
efekt BDNF. Jak dotad nie zarejestrowano zadnego leku, ktéry bezposrednio
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oddziatywatby z tym celem molekularnym. Narastajaca potrzeba zwigzana z opracowa-
niem innowacyjnych, a przy tym skutecznych i bezpiecznych terapii zaburzen neuropsy-
chiatrycznych, w petni uzasadnia badania nad rozwojem matoczasteczkowych agonistow

TrkB jako potencjalnych kandydatéw na lek.

1.6. Proces rozwoju nowego leku

Odkrycie i rozw6j nowego leku (ang. drug discovery) jest procesem kosztownym i roz-
lozonym w czasie. Szacuje si¢, ze koszty zwigzane z wprowadzeniem nowej terapii na
rynek siegaja ponad 100 milionow dolarow i proces ten trwa $rednio 12 lat [169]. Histo-
rycznie, nowe leki byty identyfikowane na drodze badan fenotypowych (ang. phenotypic
screening). Wspoéltczesna farmakologia oferuje podejscie, w ktorym odkrywany lek jest
$cisle ukierunkowany na cel molekularny (ang. target-based screening). Obydwie stra-
tegie, mimo iz komplementarne, to skupiajg si¢ na réznych zatozeniach. W podejsciu fe-
notypowym rozwaza si¢ przede wszystkim funkcjonalno$¢— zwiazki sa badane w celu
znalezienia tych, ktore zmieniajg fenotyp, a stan chorobowy i mechanizm ich dziatania
zostaja identyfikowane p6zniej. W podejsciu opartym na cel molekularny identyfikuje sig
gen, lub biatko docelowe, ktore jest zaangazowane w chorobe, a molekuty sg badane pod

katem interakcji o wysokim powinowactwie do celu molekularnego [170,171].

Proces drug discovery oparty na celu molekularnym korzysta z odkry¢ w dziedzinie
biochemii, biologii strukturalnej, chemii, genomiki i biotechnologii. Pierwszym etapem
jest faza eksploracyjna, ktéra obejmuje badania podstawowe majgce na celu zrozumienie
procesOw biochemicznych i patofizjologicznych konkretnego schorzenia, dla ktérego po-
trzebny jest lek. Faza badan podstawowych konczy si¢ wskazaniem konkretnego celu
molekularnego (genu badz biatka), ktéry ma by¢ modulowany. Kolejno, w toku badan
przedklinicznych selekcjonuje si¢ czasteczki wykazujace wiagzanie i interakcje z celem
molekularnym. Najwieksze wyzwanie stanowi wybor zwigzku, ktory specyficznie mo-
dulowalby aktywnos¢ celu molekularnego w pozadanym kierunku. W tym celu przepro-
wadza si¢ testy przesiewowe, Z wykorzystaniem technologii o mozliwie jak najwigkszej
przepustowosci (HTS; ang. high throughput screening), co pozwala na szybkie przeba-
danie duzej liczby czasteczek w krotkim czasie, umozliwiajac identyfikacje najbardziej
obiecujacych zwiazkow [171]. Nastepnie, wytypowane molekuty przechodza rygory-

styczng $ciezke badan in silico, in vitro i in vivo. Podczas fazy przedklinicznej, ktora
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obejmuje rowniez testy komorkowe i badania na matych zwierzetach, ocenia si¢ bezpie-
czenstwo i skuteczno$¢ kandydatow na lek. Na tym etapie czegsto dokonuje si¢ modyfika-
Cji czasteczki wiodgcej, w celu zajecia mozliwie jak najwiekszej przestrzeni patentowej
oraz poprawy wiasciwosci fizykochemicznych czasteczek. Réwnolegle trwajg prace roz-
wojowe w dziedzinie farmacji, ktore obejmuja formutowanie postaci leku, dawkowania,
drogi dostarczania, badania stabilno$ci, farmakokinetyki oraz farmakodynamiki. Jezeli
czasteczka pomyslnie przejdzie faze badan przedklinicznych, wéwczas mozna wystgpic
z wnioskiem do wtasciwych organdéw regulacyjnych o przeprowadzenie badan klinicz-
nych. Po ustaleniu bezpieczenstwa i skutecznosci oraz po spetnieniu wymogow regula-
cyjnych, kandydujace leki moga kwalifikowac si¢ do badan klinicznych obejmujacych
badania kliniczne fazy od I do IV [172].

Ogodlnie szacuje sie, ze sposrdd setek tysiecy przebadanych molekut tylko okoto 250
wchodzi w fazg przedkliniczng, okoto dwoch do pigeiu wehodzi w fazg kliniczna, a tylko
jeden lek uzyskuje zgode¢ organu regulacyjnego i zostaje wprowadzony do obrotu.
Wskaznik niepowodzen w przypadku rejestracji nowych lekow ukierunkowanych na cho-
roby OUN jest bardzo wysoki w poréwnaniu z innymi (za wyjatkiem onkologii) obsza-
rami terapeutycznymi. Taki stan rzeczy znajduje odzwierciedlenie w wielu programach
badawczych firm farmaceutycznych, ktorych to programy dotyczace schorzen OUN zo-
staly rozwigzane lub znacznie ograniczone [173,174]. Jest to najbardziej widoczne
w przypadku rozwijanych lekéw, ktore probuja zahamowaé lub odwrocic¢ przebieg cho-
roby, co w szczegdlnosci dotyczy to chordb neurodegeneracyjnych. W wielu przypad-
kach leki, ktore przyniosty widoczne efekty, sg terapiami paliatywnymi, ktdre maja nie-
wielki wplyw na znoszenie objawow choroby i nie maja widocznego wptywu na zaha-

mowanie postepoéw choroby [175].

1.7. Odkrycie maloczasteczkowych agonistéw TrkB jako potencjalnych lekow

W roku 2010 dokonano odkrycia, w ktorym postulowano, ze zidentyfikowano czasteczke
wykazujacg interakcje¢ i aktywujaca receptor TrkB nasladujaca funkcjonalne wiasciwosci
BDNF. Poprzez fenotypowe badania przesiewowe in vitro, z uzyciem linii komoérkowej
ze stabilng nadekspresjg TrkB wyselekcjonowano molekule, wykazujaca dziatanie cyto-
protekcyjne w modelu indukowanej toksycznos$ci z uzyciem staurosporyny [176]. 7,8-

dihydroksyflawon (7,8-DHF), bo o nim mowa, jest zaliczany do flawonoidow.
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Flawonoidy to powszechna klasa zwigzkéw polifenolowych wystepujacych w roslinach,
0 potwierdzonych wlasciwosciach antyoksydacyjnych, przeciwzapalnych oraz przeciw-
nowotworowych [177,178]. Z uzyciem modeli pierwotnych neuronéw hipokampalnych
oraz korowych wykazano zdolno$¢ 7,8-DHF do indukowania dimeryzacji i fosforylacji
TrkB z jednoczesna aktywacja $ciezek sygnatlowych zwigzanych z PLCy1, Akt i ERK1/2
[176]. W badaniach in vivo, 7,8-DHF potwierdzit swoje wlasciwosci neuroprotekcyjne
i nasladujace BDNF. Udowodniono, ze podanie 7,8-DHF myszom pozytywnie wptywa
na przezywalno$¢ neuronow hipokampalnych po zastosowaniu kwasu kainowego. Po-
nadto, na drodze zaleznej od aktywacji TrkB, 7,8-DHF zmniejszat objetos¢ zawatu w my-

sim modelu udaru wywotanym przej$ciowa okluzja tetnicy srodkowej mozgu [176].

Kolejne badania wskazuja na potencjalne zastosowanie 7,8-DHF w praktyce klinicz-
nej i potwierdzaja terapeutyczne wlasciwosci zwigzku w kontekscie leczenia chorob neu-
ropsychiatrycznych i neurodegeneracyjnych. 7,8-DHF w przeciwienstwie do BDNF wy-
kazuje zadowalajaca biodostgpnos¢ po doustnym podaniu oraz przenika przez bariere
krew-moézg [176,179] Chroniczne podawanie 7,8-DHF sprzyja neurogenezie w regionie
zakretu zgbatego hipokampa u dorostych myszy, podobnie jak po zastosowaniu typowych
antydepresantow [180-182]. Na poziomie behawioralnym, 7,8-DHF istotnie redukuje
czas bezruchu w testach wymuszonego ptywania i wiszenia za ogon, co wskazuje na po-
tencjalny efekt antydepresyjny [182,183]. Pozniejsze badania potwierdzajg wtasciwosci
przeciwdepresyjne zwigzku. Wykazano m.in., ze 7,8-DHF odwraca zachowania depre-
syjne u gryzoni, ktore oceniano przy uzyciu testu preferencji sacharozy i testu karmienia
z supresjg nowosci W mysim modelu chronicznego nieprzewidywalnego stresu. Na po-
ziomie molekularnym wykazano wzrost ekspresji bialek synaptycznych (synapsyny
I PSD95) oraz zwigkszony poziom fosforylacji TrkB w korze frontalnej po podaniu 7,8-
DHF (Zhang i in., 2016). Aktywno$¢ zwigzku testowano takze w modelu wyuczonej bez-
radnosci oraz zachowan depresyjnych wywotanych lipopolisacharydami, w ktorych row-

niez wykazano efekt przeciwdepresyjny [185-187].

W modelach chor6b neurodegeneracyjnych, chroniczne podawanie 7,8-DHF wplywa
na poprawe funkcji psychomotorycznych u zwierzat. 7,8-DHF odwracal deficyty po-
Znawcze zwigzane z procesami uczenia si¢ i pamigci W modelu choroby Alzheimera.
Efekt ten wynikal z zaangazowania zwigzku w procesy zwigzane z odbudowg kolcow

dendrytycznych i synaptogeneze, co pozytywnie wptywato na dlugotrwalte wzmocnienie
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synaptyczne w regionie CA1 hipokampa [188,189]. Wykazano rowniez, ze dtugotrwale
podawanie 7,8-DHF gryzoniom z modelowang chorobg Parkinsona i Huntingtona kore-
luje z poprawg funkcji motorycznych w tescie Rota Rod oraz funkcji poznawczych mie-

rzonych testem rozpoznawania nowego obiektu [190-193].

Narastajaca ilos¢ dowodow naukowych wskazujacych na terapeutyczne wiasciwosci
7,8-DHF doprowadzita do rozwoju kolejnych matoczasteczkowych agonistow TrkB. Na-
lezg do nich drobnoczasteczkowe zwigzki LM22-A4, LM22-B10, HIOC, N-acetylo se-
rotonina (NAS), DMAQ-B1, OSSK-495385 oraz maloczasteczkowy peptydomimetyk
GSB-106 [194-198]. Wyniki doswiadczen wskazujg na zdolno$¢ molekut do pozytywnej
modulacji receptora TrkB i wywierania efektow funkcjonalnych. Jednakze, zaden ze
wspomnianych tu agonistow TrkB nie stanowi przedmiotu badan klinicznych i nie zostat

jak dotad zarejestrowany jako lek.

Dobrze udokumentowana funkcja BDNF jaka petni w OUN oraz potwierdzona zalez-
nos¢ pomiedzy zaburzeniami w sygnalizacji BDNF-TrkB a patofizjologia chorob neu-
ropsychiatrycznych sprawia, iz receptor TrkB stanowi atrakcyjny cel molekularny do po-
szukiwania nowych terapii. Jak pokazuja wyniki badan przedklinicznych, 7,8-DHF jest
zdolny do aktywacji receptora TrkB oraz wywotania efektu farmakologicznego, szcze-
gblnie W odniesieniu do chordb o podiozu neurodegeneracyjnym. Pomimo iz wspo-
mniane powyzej badania $wiadcza o wysokim potencjale terapeutycznym agonistow
TrkB, istnieje rowniez literatura kwestionujgca dziatanie tych ligandow w odniesieniu do
receptora TrkB [199,200]. W badaniach z wykorzystaniem pierwotnych hodowli neuro-
nalnych oraz komercyjnie dostgpnych systemow komorkowych in vitro stworzonych do
badania ligandow TrkB (CellSensor, PathHunter), badacze zaobserwowali brak efektow
matoczagsteczkowych agonistow TrkB na aktywacje receptora oraz brak oczekiwanych
efektow funkcjonalnych w postaci aktywacji wewnatrzkomorkowych $ciezek sygnato-

wych zaleznych od TrkB [199,200].

W niniejszej rozprawie podj¢to probe identyfikacji nowych, matoczasteczkowych
agonistow receptora TrkB — kandydatéw na lek — mogacych stanowi¢ narzgdzie inter-
wencji farmakologicznej w chorach OUN, a w szczeg6lnosci depresji. Dodatkowo,

Z uwagi na podniesiong w piSmiennictwie watpliwos¢ co do aktywnosci dostgpnych
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agonistow TrkB, w pracy dokonano kompleksowej charakterystyki wybranych zwiazkow

w odniesieniu do aktywnosci funkcjonalnej, interakcji oraz modulacji receptora TrkB.
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2. CEL PRACY

W zwigzku z realizacjg niniejszej pracy doktorskiej w ramach programu Doktorat
Wdrozeniowy, przeprowadzone prace doswiadczalne miaty charakter badawczo-rozwo-

jowy, ktadgc duzy nacisk na mozliwo$¢ komercjalizacji otrzymanych rezultatow.

Nadrzgdnym celem rozprawy byta proba identyfikacji innowacyjnych, matoczastecz-
kowych agonistow TrkB, o potwierdzonej aktywnosci in vitro i in vivo, gotowych do
dalszego rozwoju przedklinicznego i majacych potencjalne zastosowanie w terapii cho-

rob o$rodkowego uktadu nerwowego.

W niniejszej pracy szczegdlng uwage zwrdcono rowniez na farmakologie opisanych
w pismiennictwie agonistow TrkB weryfikujac doniesienia dotyczace aktywnosci zwigz-
kéw matoczgsteczkowych jako agonistow TrkB. W zwigzku z czym, poprzez opracowa-
nie dedykowanej platformy badawczej, realizowano nastepujace zadania badawczo-roz-

wojowe, ktore podzielono na trzy etapy:

i.  Badania przesiewowe biblioteki zwigzkoéw w celu identyfikacji innowacyj-
nych zwiazkoéw oddziatujacych z zewnatrzkomorkowa domeng TrkB oraz ak-

tywujacych receptor TrkB w warunkach in vitro
ii.  Kompleksowa charakterystyka wybranych, matoczgsteczkowych zwigzkow
referencyjnych majaca na celu weryfikacj¢ doniesien literaturowych dotycza-

cych ich wtasciwos$ci nasladujacych dziatanie BDNF

iii.  Zaawansowane badania farmakologiczne nad 7,8-dihydroksyflawonem ma-

jace na celu probe ustalenia mechanizmu dziatania tego zwigzku
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Tabela 1. Sktad buforéw i roztwordéw stosowanych w do§wiadczeniach i metodach.

BUFORY PODSTAWOWE

Bufor PBS (pH=7,4) 1,37 M NaCl

27 mM KCI

43 mM Na;HPO4

14 mM KH;PO,

TBS (1x) 20 mM Tris-HCI

(Tris— buffered saline) 500 mM NaCl

TBS-T 20 mM Tris-HCI

500 mM NacCl

0,1 Tween20

MIKROSKALOWA TERMOFOREZA KAPILARNA

Bufor MST 50 mM Tris-HCI

50 mM NaCl

10 mM MgCI2

0,1 % Tween20

ELEKTROFOREZA NATYWNA

Bufor Laemmli’ego (2x) niedenaturujacy 0,6 M Tris

20% glicerol

0,01% btekit bromofenolowy, pH = 6,8

Bufor do elektroforezy (nieredukujacy) 192 mM glicyna
25 mM Tris
BUFOR DO LIZY KOMOREK do przygotowania probek biatkowych
Bufor N-PER N-PER™ Neuronal Protein Extraction Rea-

gent (Thermo Fisher Scientific)

Mieszanina inhibitoréw proteaz (1x Halt Pro-
tease Inhibitor Single-Use Coctail, Thermo
Fisher Scientific)

Mieszanina inhibitorow fosfataz (1X Phos-
STOP™ | Roche)

5mM EDTA
BUFOR DO HOMOGENIZACIJI TKANEK do przygotowania probek biatkowych
Bufor RIPA RIPA buffer ( Sigma)

Mieszanina inhibitoréw proteaz (1x Halt Pro-
tease Inhibitor Single-Use Coctail, Thermo
Fisher Scientific)

Mieszanina inhibitorow fosfataz (1X Phos-
STOP™ | Roche)

5mM EDTA
ROZTWORY UZYWANE W METODZIE SDS-PAGE | WESTERN BLOT
Bufor do elektroforezy 25 mM Tris base
250 mM glicyna
0,1 % SDS
Bufor Laemml’iego (4x) denaturujacy 250 mM Tris base
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8 % SDS

40 % glicerol

20 % B-merkaptoetanol

0,01% btekit bromofenolowy, pH = 6,8
Bufor do elektrotransferu 40 mM Tris base

40 mM glicyna

20% metanol

3.1. Czasteczki wplywajace na aktywnos¢ receptora TrkB

Do badan wykorzystano komercyjnie dostgpng biblioteke matoczasteczkowych zwigz-
kéw chemicznych, ktéra pozyskano z ENAMINE. Biblioteke zwigzkoéw uzupeiniono
0 zwigzki chemiczne zsyntetyzowane przez Laboratorium Chemii Medycznej Celon
Pharma S.A.

Ponadto, do badan wykorzystano nastgpujace czasteczki referencyjne: BDNF
(Sigma), DMAQ-B1, LM22A-4, LM22B-10, HIOC (Torcis), 7,8-dihydroksyflawon,
NSI-189 (Fluorochem), OSSK-495385 (Mcule), NAS (TClI). Kolejne z nich: 7,8,3’-trihy-
droksyflawon (7,8,3’-THF), 4’-dimetyloamino-7,8-DHF (4’-DMA-7,8-DHF), GSB-106,
izokumaryna, oraz metabolity 7,8-DHF [7-hydroksy-8-metoksyflawon (7H8M-flawon),
8-hydroksy-7-metoksyflawon (8H7M-flawon) zostaly zsyntetyzowane przez departa-
ment Chemii Medycznej Celon Pharma. S.A. Struktury chemiczne zwigzkow referencyj-

nych zawarte sg W Tabeli Z1 stanowigc zatacznik do niniejszej pracy.

Wszystkie zwigzki chemiczne zostaty rozpuszczone badz zawieszone w DMSO
(Sigma), tak aby stezenie koncowe kazdego zwigzku wynosito 10 mM. BDNF rozpusz-
czono w PBS (pH 7,4) do stezenia 100 ng/mL.

3.2. Badania przesiewowe z uzyciem metody mikroskalowej termoforezy kapi-
larnej

3.2.1. Przygotowanie bialka exTrkB do badan

Do badan uzyto zewnatrzkomorkowej domeny receptora TrkB (exTrkB) zawierajace
reszty aminokwasowe 1-430. Biatko exTrkB zostalo wyprodukowane przez PRO Bio-
structures i zostato dostarczone w formie st¢zonych preparatow biatkowych (1 mg/mL)
zawieszonych w buforze PBS. Przed przystapieniem do badan z wykorzystaniem metody

mikroskalowej termoforezy kapilarnej (MST; ang. microscale themophoresis) biatko
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exTrkB zostalo wyznakowane fluorescencyjnie w miejscu reszt lizynowych z uzyciem
zestawu Monolith Protein Labeling Kit RED-NHS 2nd Generation (NanoTemper Tech-
nologies) zgodnie z instrukcja producenta. Efektywno$¢ znakowania biatka byta kazdo-
razowo sprawdzana spektrofotometrycznie z uzyciem aparatu NanoPhotometer® NP80
(Impel) wedhlug zalecen producenta. Wyznakowane biatko zostalo podzielone na porcje,
ktore przechowywano w -80 °C w celu unikni¢cia degradacji biatka poprzez powtarzajace
si¢ cykle zamrazania-rozmrazania. Przed przystapieniem do eksperymentow MST wy-
znakowane biatko exTrkB zostato rozmrozone na lodzie i rozcienczone do pozadanego

stezenia w buforze MST. Sktad buforu MST przedstawia Tabela 1.

3.2.2. Procedura mikroskalowej termoforezy kapilarnej

Do wyznaczenia amplitudy odpowiedzi MST (eksperymenty w uktadzie single-point
MST) kazdy z 987 badanych zwigzkow rozcieficzono w buforze MST do stezenia kon-
cowego 1 mM. Naste¢pnie zmieszano 10 uL roztworu zwigzku badanego z 10 uL roztworu
wyznakowanego biatka exTrkB (40 nM), otrzymang mieszaning zwirowano (10,000x g,
4 min, 4 °C) w celu pozbycia si¢ potencjalnych agregatow bialka oraz zwigzku. Po prze-
prowadzonym wirowaniu probki inkubowano 5 min w 25 °C i zaladowano do kapilar
(Monolith NT.115 Capillaries, NanoTemper Technologies GmbH) po czym umieszczono
w aparacie do termoforezy (Monolith, NanoTemper Technologies GmbH). Eksperyment
MST wykonano korzystajac z zaprogramowanych ustawien o nastepujgcych parame-
trach: 20% mocy ekscytacji $wiattem LED (nano-blue), srednia moc MST, detekcja flu-
orescencji po 30 s. Amplituda odpowiedzi MST zostata wyznaczona z uzyciem oprogra-
mowania MO. Control Software (NanoTemper Technologies GmbH) poprzez okreslenie
roéznic intensywnosci fluorescencji exTrkB w formie zwigzanej (exTrkB-zwigzek) i nie-
zwigzanej (exTrkB-DMSO). Kazdy eksperyment MST uwzgledniat analize probki refe-
rencyjnej, ktora stanowito biatko exTrkB i DMSO (w stgzeniach ekwiwalentnych jak

przypadku badanych zwiazkow).

Do wyznaczenia parametru stalej dysocjacji (Kq), przygotowano szereg 16-tu roz-
cienczen badanych zwigzkow. Zakres stezen zostat dobrany indywidualnie dla kazdej
z badanych molekut. Na tym etapie dokonywano analizy turbidometrycznej (ocena wizu-

alna) celem okreslenia rozpuszczalnosci zwigzku. Zwigzki chemiczne, ktore wykazywaty
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zmetnienia w przygotowanych probkach $swiadczace o stabej rozpuszczalnosci zwigzku
zostaty usuniete z analiz. Probki z rozcienczeniami zwigzku zmieszano z wyznakowanym
exTrkB i procesowano analogicznie jak opisano powyzej, stosujac identyczne parametry
termoforezy. Statg dysocjacji Kq wyznaczono z uzyciem oprogramowania MO. Binding

Affinity Software (NanoTemper Technologies GmbH).

3.3. Elektroforeza natywna

Eksperyment wykonano z wykorzystaniem niewyznakowanego biatka exTrkB (patrz
punkt 3.2.1.). Zwigzki badane, BDNF oraz exTrkB rozcieficzono w buforze PBS do ste-
zenia 2,5 uM. Z przygotowanych rozcienczen badanych zwiazkéw oraz BDNF pobrano
po 15 pL i zmieszano z takg sama objetoscig exTrkB. Otrzymang probke inkubowano
przez 10 min w 25 °C, po czym dodano odpowiednig ilo$¢ niedenaturujacego buforu
Laemli’ego (Tabela 1). Otrzymane probki natozono na gotowy, dwufazowy zel poliakry-
lamidowy typu Stain Free (4% zel zageszczajacy, 10% zel rozdzielajacy; Mini-PRO-
TEAN® TGX Stain-Free™ Protein Gels, BioRad). Elektroforeze przyprowadzono w apa-
racie BioRad TetraCell z wykorzystaniem buforu do elektroforezy natywnej (Tabela 1),
przy stalym napigciu 90V dla Zelu zageszczajacego oraz 130 V dla zelu rozdzielajacego.
Na zel natozono taka sama ilo$¢ probek w kazdej $ciezce. Po przeprowadzonym rozdziale
elektroforetycznym, wykonano zdjecie zelu z uzyciem kamery ChemiDoc MP Imaging

System (BioRad) w celu wizualizacji prazkow.
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3.4. Hodowle linii komoérkowych

Tabela 2. Materiaty i odczynniki stosowane przy hodowlach linii komérkowych.

POZYWKI HODOWLANE I ODCZYNNIKI

Pozywka hodowlana DMEM

DMEM High Glucose (L0104, Biowest)

10% bydlgca surowica ptodowa (FBS, S1400,
Biowest)

Mieszanina penicyliny i
(L0022-100, Biowest)

streptomycyny

300 pg/mL G418 (ThermoFisher Scientific)

Pozywka hodowlana MEM/HAM’S F12

MEM with Earle Salts, L-glutamine (L0415,
Biowest)

HAM'S F12, L-glutamine (L0135, Biowest)

15% Dbydleca surowica ptodowa (FBS,
10270106, ThermoFisher Scientific)

Mieszanina antybiotykéw (L0010, Biowest)

Mieszanina aminokwasow (X0557, Biowest)

Odczynniki stosowane do rutynowej pracy
z hodowlami komorkowymi

0,25 % roztwor trypsyny z EDTA (Biowest)

0,05% roztwor trypsyny z EDTA (Biowest)

DMSO do mrozenia komérek (D2650,
Sigma)

0,4% bfekit trypanu (Sigma- Aldrich)

kwas retinowy (RA, Sigma- Aldrich)

NACZYNIA HODOWLANE

Butelka hodowlana

Butelka o powierzchni wzrostowej 25 cm? lub
75 cm? z wentylowanym korkiem (353108,
353136, Corning)

Ptytki wielodotkowe

96-dotkowa plytka powlekana poli-D-lizyng
(356692, BioCoat™, Corning),
6-dotkowa ptytka hodowlana (353046, Cor-

ning)

3.4.1. Linie komérkowe uzyte w doswiadczeniach oraz warunki ich hodowli

Linie komodrkowa SN56 (hybrydoma mysich komoérek neuronalnych izolowanych z prze-

grody przezroczystej oraz komorek mysiej neuroblastomy N18TG2) ze stabilng nadpro-

dukcja ludzkiego biatka TrkB (klon T48) pozyskano ze zbioréw Uniwersytetu Emory
[176] i hodowano w pelnej pozywce DMEM (Tabela 2). Hodowlg linii SH-SY5Y (ko-
morki ludzkiej neuroblastomy, ECACC) prowadzono w medium MEM/HAM’S F12 (Ta-

bela 2). Linie komorkowe hodowano w plastikowych butelkach (Tabela 2), w atmosferze

5% CO2i temperaturze 37 °C w inkubatorze do hodowli kultur komérkowych in vitro.
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Po osiagnieciu 80% konfluencji, komoérki pasazowano w celu utrzymania cigglosci
hodowli linii komdrkowych. W tym celu, powierzchnie butelki przeplukano roztworem
PBS po czym dodano 3 mL trypsyny (Tabela 2) i umieszczono w inkubatorze na 3 mi-
nuty. Po odklejeniu si¢ komorek od dna naczynia hodowlanego w wyniku nadtrawienia
macierzy zewnatrzkomorkowej, do butelki dodano 6 mL pelnej pozywki w celu dezakty-
wacji trypsyny. Powstala zawiesing komorek przeniesiono do proboéwki i zwirowano
(250x g; 5 min, 25 °C). Otrzymany 0sad komorkowy zawieszono w 3 mL medium i po-
brano 20 puL zawiesiny celem okreslenia liczby komoérek z uzyciem blekitu trypanu (Ta-
bela 2) i automatycznego licznika komorek Countess 3 (ThermoFisher Scientific). Na-
stepnie, komoérki umieszczono w §wiezym medium hodowlanym w odpowiedniej gesto-
$ci (SN56 T48 2x10° komérek/cm?; SH-SY5Y 1x10* komorek/cm?). Linie komoérkowe

pasazowano $rednio co 3-4 dni, nie przekraczajac 20-go pasazu.

W celu dlugotrwatego przechowywania linii komoérkowych, po przeprowadzonej
trypsynizacji 1 wirowaniu (patrz wyzej) czgs¢ komorek zawieszano w pozywce hodowla-
nej z dodatkiem 20 % FBS i 10 % DMSO (Tabela 2). Komoérki umieszczono w pudetku
mrozeniowym (Bioscision) i zamrazano w -80 °C przez 24 h, a nast¢pnie przechowywano

w ciektym azocie.

W celu rozmrozenia, probéwki z okreslong linia komérkowa umieszczano w tazni
wodnej (37 °C), przenoszono do dedykowanej pozywki hodowlanej i wirowano (250x g;
5 min, 25 °C), aby méc pozby¢ si¢ pozostatosci DMSO. Osad komoérkowy delikatnie

przenoszono do petnej pozywki hodowlane;j.

3.4.2. Roéznicowanie komorek linii SH-SY5Y z uzyciem kwasu retinowego.

Komorki linii SH-SYSY wysiano na butelke hodowlang w pelnej pozywce
MEM/HAM’S F12 w gestosci 1x10* komérek/cm?. Kolejnego dnia medium hodowlane
wymieniono na $§wieze z dodatkiem kwasu retinowego w docelowym stezeniu 10 uM
(RA; ang. retinoic acid). Komoérki umieszczono w inkubatorze i hodowano w standardo-
wych warunkach przez kolejne 7 dni. Po tym czasie oceniano stopien zré6znicowania ana-
lizujac morfologie¢ komorek z uzyciem mikroskopu odwroéconego w powigkszeniu 10x
(Eclipse TS100, Nikon). W dalszej kolejnosci, komorki trypsynizowano (3 mL 0,05%
trypsyna z EDTA, 3 min, 37 °C), anastgpnie neutralizowano pelngpozywka
MEM/HAM’S F12. Otrzymang zawiesing komorek przeniesiono do probowki,
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zwirowano (250x g; 5 min, 25 °C) i zawieszono w 1-3 mL pozywki. Gesto§¢ komoérek
okreslono z uzyciem automatycznego licznika komodrek. W zaleznosci od docelowego
eksperymentu i przeprowadzanych analiz, zréznicowane komorki (RA SH-SY5Y) w od-
powiedniej gestosci wysiewano na wielostudzienkowe ptytki hodowlane w peinej po-

zywce z dodatkiem RA o koncowym stezeniu 10 uM.

3.5. Badanie aktywnosci receptora TrkB metodg ELFI

Komorki liniit SN56 T48 wysiewano w petnej pozywce na 96-dotkowa ptytke hodowlang
(Tabela 2) w gestosci 8x10° komorek/dotek i umieszczano w inkubatorze na cata noc.
Nazajutrz, komorki glodzono przez 5 h poprzez wymiang pozywki pelnej na pozywke
pozbawiong FBS. Nastepnie, do komoérek dodawano badane czasteczki rozcienczone
w pozywce DMEM (bez FBS). W eksperymentach badajacych aktywnos$¢ ortosteryczna
zwigzkow, do stymulacji uzywano nastgpujacych stezen koncowych: BDNF- 10; 5; 2,5;
1,25;0,6;0,3,0,15;0,075; 0,0375, 0,015 [nM], dla zwigzkéw matoczasteczkowych— 100,
50, 25, 12,5; 1,25, 0,125 [uM]. Eksperymenty w uktadzie allosterycznej modulacji pole-
galy na jednoczesnym traktowaniu komorek BDNF (stezenia koncowe 5; 2,5; 1,25; 0,6;
0,3; 0,15 [nM]) ze zwigzkami matoczasteczkowymi (stezenia koncowe 30, 10, 3 [uM]).
W komorkach kontrolnych dodano DMSO. Czas inkubacji komoérek ze zwigzkami wy-

nosil 15 minut.

Do badania aktywnosci receptora TrkB zastosowano metode ELFI (ang. enzyme-lin-
ked fixed cell immunoassay, enzynzymatyczny test immunologiczny na utrwalonych ko-
morkach), wprowadzajac modyfikacje do procedury opisanej przez Boltayev et al.2017.
Po przeprowadzonej stymulacji komorek usunigto usuwano pozywke po czym dodawano
10% roztwor buforowanej formaliny (Kolchem) i inkubowano przez 20 min (25 °C) ce-
lem utrwalenia komorek. Nastepnie, po usunigciu roztworu buforowanej formaliny ko-
morki przeptukiwano trzykrotnie buforem TBS, a potem permabilizowano btony komor-
kowe dodajac TBS-T (Tabela 1) i inkubujac przez 15 min w 25 °C. Po serii ptukan do
dotkéw dodawano 1% roztwor nadtlenku wodoru w buforze TBS celem zahamowania
aktywnosci endogennych peroksydaz. Po uptywie 20 minut blokowano epitopy, inkubu-
jac utrwalone komorki w roztworze 5% BSA (Biowest) w TBS-T przez 2 godziny. Po
tym czasie usuwano roztwor do blokowania i rozpoczgto inkubacje (4 °C, przez noc)

z przeciwciatem pierwszorzedowym anty-pTrkB (Tabela 3) rozcienczonym w 5% BSA
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w TBS-T w stezeniu 1:500. Kolejnego dnia, komorki trzykrotnie ptukano w TBS-T przez
15 min w temperaturze pokojowej, po czym inkubowano przez z przeciwciatem drugo-
rzedowym sprzezonym z peroksydaza chrzanowa (HRP; ang. horseradish peroxidase)
rozcienczonym 1:2000 w 5% BSA w TBS-T. Po uptywie dwoch godzin i trzykrotnym
odptukaniu pozostatosci przeciwciata do dotkow dodawano substrat dla HRP (Immuno-
Cruz™, SantaCruz Biotechnology) i inkubowano przez 1 min w ciemnosci. Intensywnos¢
luminescencji rejestrowano z uzyciem czytnika ptytkowego Victor (PerkinElemer). Do
okreslenia specyficzno$ci przeciwciata drugorzedowego (NSB; ang. non specific bin-
ding) cze$¢ komorek inkubowano w 5% BSA w TBS-T zamiast z przeciwcialem pierw-
szorzgdowym. Po zmierzeniu luminescencji, zawarto$¢ dotkéw usunigto i przeplukano
dwukrotnie wodg destylowang. Nast¢pnie, w celu normalizacji poziomu luminescencji
wzgledem liczby komoérek wybarwiono jadra komoérkowe z uzyciem odczynnika Janus
Green II (Abcam), zgodnie z procedurg producenta. [los¢ komoérek okreslono poprzez
pomiar absorbancji, gdyz zabarwienie roztworu po elucji Janus Green II jest wprost pro-
porcjonalny do liczby wybarwionych jader komoérkowych. Absorbancje zmierzono
w plytkowym spektofotometrze Multiscan™ (ThermoFisher Scientific) przy dtugosci
fali 595 nM.

3.6. Analiza Sciezek sygnalowych

3.6.1. Przygotowanie prébek bialkowych oraz oznaczanie st¢zenia bialka
metoda BCA
Komorki linii SN56 T48 oraz zroznicowanej SH-SY5Y (patrz podrozdziat 3.4.2) wysiano
na 6-dotkowe naczynia hodowlane w petnej pozywce hodowlanej w gestosci 5x10*
(SN56 T48) oraz 1x10° (RA_SH-SY5Y). Nastepnego dnia, z dotkéw naczynia hodowla-
nego usuni¢to medium i dodano pozywke bez FBS. Po 5 godzinach gltodzenia komoérki
traktowano badanymi molekutami przez 15 minut. St¢zenia koncowe zwigzkow wynosity
odpowiednio 1, 10, 100 [uM] dla DMAQ-B1, 7,8-DHF, CPL503052, CPL503071
i CPL503113 oraz 1, 10, 100 [ng/mL] dla BDNF. Pozostate zwigzki matoczasteczkowe
badano w st¢zeniu 100 uM. Inhibitor domeny kinazowej TrkB - K252a (Sigma Aldrich)

zastosowano na 15 minut przed traktowaniem zwiazkami/BDNF (w ich najwyzszym
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stezeniu, odpowiednio 100 pM 1 100 ng/mL) w koncowym stezeniu 1 pM. Komoérki kon-
trolne traktowano DMSO (w stgzeniu 1%).

W celu uzyskania preparatow biatkowych komérki lizowano w 100 pL buforu N-PER
(Tabela 1) przez 15 minut na lodzie. Otrzymane lizaty odwirowano (8000x g; 10 min, 25
°C) w celu usunigcia pozostatosci komorek. Klarowny nadsacz przenoszono do §wiezych
probowek i zamrozono W -80 °C zanim przystgpiono do dalszych etapow. Procedurg

przygotowania probek biatkowych z tkanek mozgowych opisano w podrozdziale 3.8.3.

Do oznaczenia stezenia biatka w probkach wykorzystano komercyjny zestaw BCA
Protein Assay Kit (Pierce). Procedur¢ wykonano na ptytkach 96-dotkowych. W pierwszej
kolejno$ci przygotowano seri¢ rozcienczen wodnego roztworu BSA (krzywa wzorcowa)
0 stezeniach 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 2000 mg/mL. Nastepnie, zgodnie z zaleceniami
producenta przygotowano roztwor roboczy BCA mieszajac ze sobg odczynnik A i B
w stosunku 1:50. Kolejno, do badanych prob (rozcienczonych uprzednio 10x) oraz krzy-
wej wzorcowej dodano przygotowany roztwor BCA (w stosunku 1:8). Plytk¢ umiesz-
Czono w wytrzasarce orbitalnej, inkubowano przez 30 min w 37 °C po czym zmierzono
absorbancje przy dhugosci fali 650 nm z uzyciem czytnika ptytkowego (Multiscan™,
ThermoFisher Scientific). Nastepnie, z probek pobrano taka sama ilos¢ biatka, wymie-
szano z denaturujacym buforem Laemmli’ego i podgrzewano przez 5 min w 95 °C. Zde-

naturowane probki przechowywano w -20 °C do dalszych analiz.

3.6.2. Elektroforeza bialek w zelu poliakrylamidowym w warunkach dena-
turujacych (SDS-PAGE)

W zaleznosci od ilo$ci badanych probek rozdziat elektroforetyczny bialek przeprowa-
dzono w aparatach BioRad TetraCell badz OmniPage Mini Wide Cleaver Scientific. Zde-
naturowane probki biatkowe oraz standard wielkos$ci biatek (TriColor Protein Ladder 10—
180 kDa, Biotechrabbit) naniesiono na nieciagly zel poliakrylamidowy (4% zel zagesz-
czajacy, 10% zel rozdzielajacy;) typu Stain-Free. Do przygotowania zelu uzyto komer-
cyjnego zestawu TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Solutions (BioRad). Elektrofo-
reze prowadzono W buforze do elektroforezy SDS-PAGE (Tabela 1) przy napigciu 90 V
dla zelu zageszczajacego oraz 130 V dla zelu rozdzielajacego. Po zakonczonym roz-

dziale, aktywowano zel promieniowaniem UV przy uzyciu kamery ChemiDoc MP
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Imaging System (BioRad) w celu wizualizacji catkowitego biatka w Zelu i kontroli nato-

zenia probek.

3.6.3. Western blotting

Rozdzielone biatka w zelu poliakrylamidowym przeniesiono na membrang nitrocelulo-
zowa o wielkosci porow 0,45 uM (Amersham™, GE Healthcare) z uzyciem mokrego
elektrotransferu. W zalezno$ci od rozmiaru uzytego zelu, transfer przeprowadzono w apa-
racie BioRad TetraCell badz Biotrans (Kucharczyk) w buforze Tris-glicyna-metanol (Ta-
bela 1) przy statym napieciu pradu 100 V przez 1 godzing. Po zakonczonym transferze
aktywowano membran¢ (promieniowaniem UV) przy uzyciu kamery ChemiDoc MP
Imaging System, w celu wizualizacji catkowitego biatka na membranie i kontroli efek-
tywno$ci przeprowadzonego elektrotransferu. Nastgpnie, membrany przeplukano
w TBS-T i blokowano wolne miejsca na membranie mogace niespecyficznie wigzac
biatka w roztworze 5% BSA przynajmniej przez godzing w temperaturze pokojowe;j.
Membrany inkubowano (przez cata noc w 4 °C) z odpowiednim przeciwciatlem pierw-
szorzedowym (Tabela 3), ktore rozcienczono w roztworze 5% BSA w TBS-T, tagodnie
mieszajagc na kotysce laboratoryjnej. Kolejnego dnia membrany trzykrotnie przeptukano
w TBS-T (15 min), a nastgpnie inkubowano z przeciwciatem drugorz¢gdowym sprzgzo-
nym z HRP w roztworze 5% BSA w TBS-T przez co najmniej dwie godziny w tempera-
turze pokojowej, tagodnie mieszajac. Po tym czasie, membrany przeptukano w TBS-T
(15 min). Analizowane biatka rozpoznane przez specyficzne przeciwciata zostaty zwizu-
alizowane metodg chemiluminescencji z uzyciem gotowego zestawu Clarity/Clarity Max
ECL Western Blotting Substrates (BioRad) oraz kamery ChemiDoc MP Imaging System
(BioRad). Pomiary densytometryczne wykonano z uzyciem oprogramowania Image Lab,
a uzyskane wyniki normalizowano wzgledem biatka catkowitego natoZzonego na Zel, co
zarejestrowano podczas aktywacji membrany po elektrotransferze. W celu wykrycia ko-
lejnych biatek na membranach, po przeprowadzonej detekcji, membrany inkubowano
w buforze do oczyszczania (Restore™ PLUS Western Blot Stripping Buffer, Thermo-
Fisher Scientific) przez 60 min w 37 °C tagodnie mieszajac. Nastepnie, cata procedurg
Western blot rozpoczeto od nowa, jak opisano to powyzej (blokowanie, inkubacja z prze-

ciwciatem pierwszorzedowym i1 drugorzedowym).
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Tabela 3. Lista przeciwciat stosowanych w doswiadczeniach Western blot.

Antygen O | e Producent NS € Forma
dzenie czenie talogowy
- ) Cell Signaling
Fosfo- TrkB (Tyr706) Krolik 1:1000 Technology 4621 monoklonalne
- ) Cell Signaling
TrkB Krolik 1:1000 Technology 4603 monoklonalne
- ) Cell Signaling .
Fosfo-PLCy1 (Tyr783) Krolik 1:1000 Technology 2821 poliklonalne
- ) Cell Signaling .
PLCyl Krolik 1:1000 Technology 2822 poliklonalne
- ) Cell Signaling
Fosfo-Aktl (Ser4d73) Krolik 1:1000 Technology 4060S monoklonalne
Aktl Krolik | 1:3000 | Cell Signaling 9272 poliklonalne
Technology
Fosfo-ERK1/2 1 ) Cell Signaling
(Thr202/Tyr204) Krolik 1:3000 Technology 4370 monoklonalne
ERK1/2 Krolik | 14000 | CellSignaling 9102 poliklonalne
Technology
Anty- krolicze IgG sprzg- . Cell Signaling .
sone 2 HRP Koza 1:5000 Technology 7074 poliklonalne

3.7. Badanie wlasciwosci cytoprotekcyjnych zwigzkow

Eksperyment zaprojektowano i wykonano w oparciu o metodyke opisana przez
Presgraves i wsp., 2014 z pewnymi modyfikacjami [201]. Wiasciwos$ci cytoprotekcyjne
zwigzkdéw badano poprzez oceng zywotnosci komorek uzywajac do tego celu komercyjny
odczynnik RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay (Promega), ktory emituje lumine-

scencje w wyniku redukcji substratu przez aktywne metabolicznie komorki.

Zroznicowane kwasem retinowym komorki linii SH-SY5Y (patrz 3.4.2) wysiano
W pelnej pozywce hodowlanej z dodatkiem 10 uM RA na ptytke 96-dotkowa pokryta
PDL (Tabela 2) w gestosci 1x10* komorek/dotek. Kolejnego dnia usunieto stare medium,
ktore zastapiono pozywka o zredukowanej zawartosci FBS do 1% 1 zawierajacg odczyn-
nik RealTime-Glo. Po godzinnej inkubacji w 37°C zmierzono poziom luminescencji
w czytniku ptytek (VICTOR Light 1420-060, Perkin Elmer) zachowujac przy tym asep-
tyczne warunki. Nastepnie, do komorek dodawano rozcienczenia badanych molekut
w formie dwukrotnie st¢zonych roztworéw rozpuszczonych w pozywce z 1% FBS. Ste-
zenia koncowe, ktorymi traktowano komoérki wynosity: 0,3; 1; 3 [uM] dla zwigzkoéw ma-
toczasteczkowych oraz 0,3; 1; 3 ng/mL dla BDNF. Komoérki umieszczono w inkubatorze

I pozostawiono na 72 h. Po tym czasie usunigto stare medium, dodano $wieza porcje
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pozywki z 1% FBS zmieszang z odczynnikiem RealTime-Glo, inkubowano przez go-
dzing w 37°C i zmierzono poziom luminescencji. W dalszej kolejnosci, do komoérek do-
dano rozcienczenia badanych molekut w formie 4x stezonych roztwordéw zawieszonych
w pozywce z 1% FBS (stezenia koncowe jak wyzej), oraz MPP* o koficowym steze-
niu 0,5 mM w celu zaindukowania $mierci komoérek. Komorki kontrolne traktowano
DMSO. Ptytki z komoérkami umieszczono w inkubatorze i pozostawiono na 72 h. Po
trzech dniach usunieto starg pozywke i ponownie dodano $§wieze medium (1% FBS) wraz
z odczynnikiem RealTime-Glo i po uptywie godziny dokonano oceny zywotno$ci komo-

rek poprzez pomiar luminescencji.

3.8. Badania in vivo

3.8.1. Przebieg eksperymentu oraz pozyskanie materialu do badan

Tabela 4. Podziat zwierzat na grupy eksperymentalne.

Punkty cza-
sowe
5 min
10 min
30 min
1h
2h
10 min
30 min
1h
2h
4 h
10 min
30% PEG 400 w 0,9% 30 min

Grupa Nosnik Doustne - 1h
Il NaCl 5 h

4h

Grupa | Substancja | Podanie Dawka Formulacja

5% DMSO, 1.5% metylo-

Grupa | 7,8-DHF Dozylne 1 mg/kg celuloza w wodzie

30% PEG 400 w 0,9%

Grupa ll 7,8-DHF Doustne 50 mg/kg NaCl

Podanie substancji, u§miercenie zwierzat oraz pobranie tkanek zostalo wykonane
przez personel Centrum Medycyny Do$wiadczalnej Uniwersytetu Medycznego w Bia-
tymstoku. Eksperyment przeprowadzono zgodnie z wytycznymi i za zgoda Lokalnej Ko-
misji Etycznej do spraw do$wiadczen na zwierzgtach w Olsztynie (uchwata nr 10/2019)
z dnia 26.02.2019. Do badan wykorzystano samce myszy szczepu Wsobnego BALB/c
0 masie 20-25 g w wieku 8-10 tygodni. Zwierzeta pochodzity z hodowli Centrum Medy-
cyny Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego w  Biatymstoku. Myszy
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przetrzymywano w klatkach z nieograniczonym dostgpem do wody 1 paszy, z zachowa-
niem 12-godzinnego cyklu dzien/noc. Wszystkie procedury wykonywane na zwierzetach
odbywaty si¢ za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej do spraw Doswiadczen na Zwierzetach

w Olsztynie.

Na 12 godzin przed przystapieniem do procedury podawania zwigzku zwierzgtom
usuni¢to dostep do pokarmu 1 wody. Zwierzeta podzielono na grupy eksperymentalne
zgodnie z Tabela 4, liczace po 4 osobniki na punkt czasowy. Myszom podawano zwigzek
7,8-DHF na drodze iniekcji do zyly ogonowej (podanie i.v.) badz dozotadkowo (podanie
p.0.). Na potrzebe przeprowadzenia badan farmakodynamicznych zwierzgtom kontrol-
nym zostal podany nosnik skomponowany dla doustnego podania 7,8-DHF (30% PEG
400 w 0,9% NaCl) z uwagi na bogatszy sktad formulacyjny w poréwnaniu do sktadu
nosnika dla podania dozylnego. Nastepnie, w odpowiednim punkcie czasowym po poda-
niu (patrz Tabela 4) zwierzgta usypiano za pomocg izofluranu z wykorzystaniem aparatu
anestezjologicznego i usmiercono poprzez catkowite skrwawienie z serca. W tym czasie
pobrano probki krwi do probowek z antykoagulantem (K2EDTA), ktore odwirowano (15
min, 3000x g) w temperaturze pokojowej celem separacji osocza. Otrzymane probki oso-
cza wykorzystano do pomiaru st¢zenia zwigzkdéw i przechowywano w -80 °C nim przy-
stapiono do analiz. Z usmierconych zwierzat wyizolowano rowniez mozgi, ktore podzie-
lono na dwie potkule. Lewa poétkule zwazono i1 zamrozono w cieklym azocie. Z prawej
potkuli z uzyciem binokularu wypreparowano hipokamp oraz kore czotowa a nastgpnie
szybko zamrozono. Procedure izolowania struktur mézgowych przeprowadzono na lo-
dzie. Lewa potkule mézgu przeznaczono do analizy farmakokinetycznej, za§ wyizolo-
wane struktury z prawej potkuli postuzyty do oceny efektu farmakodynamicznego

zwigzku wykorzystujac metodg Western blot.

3.8.2. Oznaczanie st¢zenia zwiazkoéw na potrzeby analizy farmakokinetycz-
nej
Procedure oznaczania stezenia zwigzkow w badanych probkach przeprowadzono w La-
boratorium Bioanaliz Celon Pharma S.A. Analizowano st¢zenie 7,8-DHF oraz jego me-
tabolitow: 7-hydroksy-8-metoksyflawon (7H8M-flawon) oraz 8-hydroksy-7-metoksyfla-
won (8H7M-flawon).
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W tym celu, lewe potkule mézgowe zhomogenizowano w wodzie (3 mL wody na
kazdy gram tkanki mozgowej) z uzyciem instrumentu FastPrep (MP Biomedicals). Na-
stepnie przygotowano probki osocza 1 mozgu przez wytracenie biatek i ekstrakcje anali-
tOw przy uzyciu acetonitrylu z dodatkiem wzorca wewngtrznego: 150 uL roztworu eks-
trakcyjnego dodano do 50 pL materiatu biologicznego, mieszano przez 1 min i odwiro-
wano (10000x g, 4 min, 4 °C) i supernatant zebrano do analizy. St¢zenie analitow w prob-
kach osocza i mozgu oznaczano za pomocg aparatu UPLC-MS / MS (Agilent Technolo-
gies) i kolumn chromatograficznych (Agilent Zorbax SB-C3 150 mm x3 mm x3,5 um).
Stezenie zwigzkow w probach okreslono na podstawie krzywych kalibracyjnej (0 znanym
stezeniu) dla poszczegdlnych analitow. Z uwagi na ograniczenia analityczne zwigzane
z identyczng masg molekularng 7H8M-flawonu oraz 8H7M-flawon, przedstawione na

wykresie wyniki odpowiadaja catkowitemu st¢zeniu obydwu metabolitow 7,8-DHF.

Po ustaleniu st¢zenia analitow w osoczu i mdézgu zostaly obliczone nast¢pujace parametry

farmakokinetyczne:

Cmax- stezenie maksymalne — $rednie stezenie maksymalne analitu uzyskane w danym

punkcie czasowym

Tmax- czas osiaggnigcia st¢zenia maksymalnego — punkt czasowy, w ktorym analit osigga

swoje stezenie maksymalne

AUC o.4- pole powierzchni pod krzywa od 0 do ostatniego punktu pomiarowego

3.8.3. Analiza farmakodynamiczna

Wyizolowane struktury mézgowe (hipokamp i kora czotowa, patrz punkt 3.8.1) homoge-
nizowano w buforze RIPA (Tabela 1) z uzyciem homogenizatora recznego przez 2 min,
na lodzie. Nastepnie, homogenaty odwirowano (8000x g, 10 min) w temperaturze 4 °C
w celu oczyszczenia probek z pozostatosci fragmentéw tkanek. Otrzymane w ten sposdb
preparaty biatkowe wykorzystano do analizy efektu farmakodynamicznego poprzez ana-
liz¢ biatek z zastosowaniem specyficznych przeciwcial (Tabela 3) oraz metody Western
blot. Procedur¢ Western blot wraz z przygotowaniem probek do elektroforezy opisano
w rozdziale 3.6. Do analiz wykorzystano probki zwierzat z grupy I1 i grupy III po 30 min
i 2 h od podania zwigzkow (Tabela 4).
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3.9. Badanie selektywno$ci zwiazku

W celu lepszego poznania wlasciwos$ci farmakologicznych 7,8-DHF postanowiono zba-
da¢ selektywnos$¢ zwigzku wobec celow molekularnych, ktore wykazujg aktywnos¢ far-
makologiczng [202]. Badanie selektywnosci zlecono firmie Eurofins, ktora okreslita wig-
zanie 7,8-DHF z celami molekularnymi w ramach panelu BioPrint®. Analize¢ wykonano
wzgledem 133 celow molekularnych obejmujacych receptory sprzgzone z biatkami G,
transportery, kanaty jonowe, receptory jadrowe, kinazy oraz enzymy niebedace kinazami.
Oceng selektywnosci zwigzku dokonano poprzez pomiar wigzania 7,8-DHF (w stezeniu
10 uM) w obecnosci zwigzku kontrolnego, specyficznego dla danego celu molekular-
nego. Doktadng liste analizowanych celo6w molekularnych i dedykowanego zwiazku kon-

trolnego mozna odnalez¢ w Tabeli Z3.

3.10. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki przedstawiono na wykresach jako wartosci $rednie + odchylenie stan-
dardowe (SEM) z trzech biologicznych powtoérzen i trzech niezaleznych technicznych
eksperymentow. Graficzng prezentacje wynikow wraz z analizg statystyczng wykonano
z uzyciem oprogramowania GraphPad Prism 7. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono
z uzyciem jednoczynnikowej wariancji (ANOVA) oraz testu porownan wielokrotnych

Dunnetta.
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4. WYNIKI

4.1. Przedmiot badan: biblioteka zwiazkow oraz maloczasteczkowe zwigzki re-
ferencyjne
Przedmiotem badan byla biblioteka matoczasteczkowych zwigzkéw chemicznych, na
ktora sktadaty si¢ zsyntetyzowane przez departament Chemii Medycznej Celon Pharma
S.A oryginalne, wtasne zwigzki chemiczne oraz komercyjnie dost¢pna biblioteka zwigz-
kéw. Biblioteke zwigzkow stanowito facznie 987 zwigzkow, o 17 réznych chemotypach,
ktore zsyntetyzowano/wyselekcjonowano na podobienstwo struktur chemicznych dla

opisanych w pis$miennictwie agonistow TrkB.

Pule zwiazkow referencyjnych stanowily molekuty opisane w pi$miennictwie jako
agonis$ci receptora TrkB oraz takie, co do ktdrych istniejg przestanki wskazujace na zdol-
no$¢ tych zwiazkéw do aktywacji receptora TrkB. W tabeli ponizej wskazano nazwy
zwigzkow referencyjnych wraz z odniesieniem do pi$miennictwa (Tabela 5), za$ ich

struktury chemiczne zaprezentowano w Tabeli Z1 w sekcji Zatgczniki.
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Tabela 5. Lista zwigzkow referencyjnych opisanych w literaturze jako agonisci TrkB.

Nazwa zwiazku Przypis
7,8-dihydroksyflawon (7,8-DHF) [176]
7,8,3’-trihydrokslyflawon (7,8,3’-THF) [182]
4’-dimethylamino-7,8-DHF (4’-DMA-7,8-DHF) [182]
DMAQ-B1 [197]
GSB-106 [203]
LM22-A4 [194]
LM22-B10 [194]
HIOC [195]
N-acetylo serotonina (NAS) [196]
8-hydroksy-3-(4’-metoksyfenylo)-izokumaryna [204]
(izokumaryna)
OSSK-495385 [198]
NSI-189 [205]
2,5-dihydroksy-3,6-bis(1H-indol-3-yl)cykloheksa-2,5- [206]
diene-1,4-dion (numer wewngtrzny CPL503052)
2,5-dihydroksy-3-(1H-indol-3-yl)-6-[7-(3-metylobut-2-
en-1-yl)-1H-indol-3-yl]cycloheksaa-2,5-diene-1,4-dion [206]
(numer wewnetrzny CPL503071)
2,5-dihydroksy-3-[7-(3-methylobut-2-en-1-yl)-1H-in-
dol-3-yl]cycloheksa-2,5-diene-1,4-dion [207]
(numer wewnetrzny CPL503113)
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4.2. Badania przesiewowe w celu identyfikacji zwigzkow oddzialujacych z ze-
wnatrzkomorkowa domeng receptora TrkB (exTrkB)

4.2.1. Zastosowanie metody mikroskalowej termoforezy kapilarnej w ukla-
dzie single-point w celu wstepnej selekcji zwigzkéw wykazujacych od-
dzialywanie z exTrkB

Na potrzebe przeprowadzenia badan przesiewowych, majacych na celu wstgpnag selekcje
zwiazkow wykazujacych oddzialywanie z zewnatrzkomérkowa domeng TrkB (exTrkB)

zaadaptowano metode mikroskalowej termoforezy kapilarnej (MST).

Zjawisko termoforezy mikroskalowej opiera si¢ na zdolnos$ci przemieszczania si¢
czasteczek w mikroskopowym gradiencie temperatury. Ruchliwos¢ czasteczek jest zwia-
zana z entropig otoczki hydratacyjnej wokot przemieszczajacych sie¢ molekut. Kazdy ro-
dzaj czasteczek oraz interakcje pomig¢dzy nimi, powoduja zmiany masy molekularne;j,
tadunku i/albo konformacji, ktore powoduja zmiany w otoczce hydratacyjnej, a co za tym
idzie mogg by¢ mierzone z wykorzystaniem MST. Powyzsze zjawiska sa monitorowane
za posrednictwem pomiaru poziomu fluorescencji. W rozprawie doktorskiej, receptor
exTrkB sprz¢zono ze znacznikiem fluorescencyjnym, ktory zostat przytaczony do reszt
w lizynach, aby skutecznie monitorowa¢ zachodzace interakcje pomigdzy czasteczkami

a receptorem.

Kazdg z 987 molekut pochodzacych z biblioteki zwigzkoéw inkubowano z wyznako-
wanym biatkiem exTrkB w okreslonym st¢zeniu i poddano mikroskalowej termoforezie
kapilarnej. Na tym etapie, eksperymenty przeprowadzano w uktadzie single-point, co
0znacza zastosowanie jednego stezenia zwigzku badanego (0,5 mM). Zdolno$¢ wigzania
zwigzku z receptorem monitorowano poprzez okreslenie amplitudy odpowiedzi MST,
czyli réznicy pomigdzy poziomem fluorescencji potencjalnie utworzonego kompleksu
(zwigzek-exTrkB), a bazowym sygnatem fluorescencji dla exTrkB (DMSO-exTrkB).
Wzrost badz spadek parametru amplitudy swiadczg o zmianie ruchliwos$ci termoforetycz-
nej exTrkB w obecno$ci zwigzku badanego wzgledem kontroli (DMSO-exTrkB), co

wskazuje na potencjalne odziatywanie tych czasteczek z exTrkB.

Wyniki z przeprowadzonych analiz przedstawiono na wykresie ponizej (Rycina 5).
Dla 214 zwigzkow chemicznych zaobserwowano wzrost/spadek wartosci amplitudy

MST. Za punkt odcigcia przyjeto wartos¢ + 0,5 odchylenia standardowego (SD) dla
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sredniej warto$ci amplitudy odpowiedzi MST. W przedziale wigkszym badz rownym

+0,5 SD znalazto si¢ 181 zwigzkdw, ktore zakwalifikowano do dalszych analiz.

Pula przetestowanych zwigzkow

Amplituda odpowiedzi MST

0,5 SD-
Sredniad- cceoooeeer
+0,5 SD-

Rycina 5. Wstepna identyfikacja zwiazkéw oddzialujacych z zewnatrzkomérkowa domena TrkB
(exTrkB). Z uzyciem techniki MST sposrod 987 przebadanych zwiazkow zidentyfikowano 214 czasteczek
dla ktérych zaobserwowano wzrost/spadek wartosci amplitudy odpowiedzi MST. Wyznakowane fluore-
scencyjnie biatko exTrkB inkubowano z badanym zwigzkiem w uktadzie single-point MST (rozumiane
jako jedno stezenie zwiazku, 0,5 mM) i poddano termoforezie kapilarnej. Zdolnos$¢ tworzenia kompleksu
exTrkB-zwigzek badany $wiadczacy o interakcji molekuty z biatkiem exTrkB monitorowano poprzez po-
miar zmiany poziomu fluorescencji exTrkB podczas termoforezy, ktory normalizowano do sygnatu dla
exTrkB inkubowanego z DMSO (amplituda odpowiedzi MST). Wykres przedstawia indywidualne warto-
$ci amplitudy odpowiedzi MST dla kazdego z 987 przetestowanych zwigzkow. Przerywane linie stanowig
punkt odcigcia odpowiadajacy wartosci + 0,5 odchylenia standardowego (SD) dla $redniej warto$ci ampli-
tudy odpowiedzi MST 181 zwigzkow z przedziatu > +05,SD (przedziat ten oznaczono na wykresie kolorem
szarym) zakwalifikowano do dalszej charakterystyki oddziatywania.

4.2.2. Okreslenie stalej dysocjacji (Kd) dla wyselekcjonowanych zwiazkow
maloczasteczkowych.

Zdolnos¢ zwigzkow do wiazania z exTrkB zweryfikowano poprzez okreslenie parametru
statej dysocjacji Kqz wykorzystaniem techniki MST. Eksperyment polegat na inkubacji
biatka exTrkB ze zwigzkiem chemicznym w szerokim zakresie stezen, po czym probke
poddano termoforezie mikroskalowej. Wartos¢ Kq wyznaczono na podstawie intensyw-
nosci emitowanej fluorescencji podczas MST, ktora zalezy od poziomu frakcji exTrkB
zwigzane] z badang czasteczka. Zanim jednak przystapiono do wyznaczenia Kq, doko-

nano turbidymetrycznej oceny rozpuszczalnosci zwigzkéw w buforze do termoforezy.
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Sposrod 181 molekut wyselekcjonowanych w poprzednim etapie, 68 zwigzkdw chemicz-

nych zostalo usunigtych z analiz z uwagi na stabg rozpuszczalno$¢.

Ostatecznie eksperymenty wykonano dla 113 zwigzkoéw, jednakze wartos¢ Kqg usta-
lono jedynie dla 64 czasteczek i wynosi ona od 0,1 do 680 uM (Rycina 6). Dla 49 zwigz-
kéw nie udato sie wyznaczy¢ statej dysocjacji, co $wiadczy o braku oddziatywania cza-
steczek z exTrkB mimo, ze w eksperymencie w uktadzie single-point zaobserwowano
spadek/wzrost amplitudy. Szczegotowe wartosci Kg dla poszczegdlnych zwigzkow zo-
staty zaprezentowane w Tabeli Z2 w czgséci Zataczniki. Do dalszych analiz funkcjonal-
nych zakwalifikowano 59 zwigzkéw chemicznych, dla ktorych Kq znajduje si¢ w prze-
dziale 0,1-450 uM, co stanowi okoto 50% z puli zwiazkow przebadanych na tym etapie.

Wsréd badanych czasteczek znajdowaty si¢ takze zwiagzki referencyjne oraz BDNF,
w celu weryfikacji czy wykazuja one interakcj¢ z exTrkB. Jednakze sposrod 15-tu prze-
badanych zwiazkow referencyjnych jedynie dla 7 czasteczek udato sie okresli¢ parametr
statej dysocjacji, ktory wynosit 1,3 do 44,2 uM. Warto$¢ Kq dla BDNF okre$lono na po-
ziomie 0,093 uM. Otrzymane wyniki zaprezentowano w Tabeli 6.

Pula zwiazkow przetestowanych
1

L ]
" |
1 1 1 1 | | | L L | | 1
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Ky [nM

Rycina 6. Wyznaczone wartosci stalej dysocjacji (Kd) dla wyselekcjonowanych zwigzkéw. Z uzyciem
metody mikroskalowej termoforezy kapilarnej z powodzeniem wyznaczono warto$ci Kq dla 64 zwigzkow.
Z poczatkowej puli 181 zwigzkéw wytypowanej na podstawie warto$ci amplitudy odpowiedzi MST, do
wyznaczenia wartosci Kgq zakwalifikowano ostatecznie 113 zwigzkéw z uwagi na ograniczenia
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w rozpuszczalnosci. Stata dysocjacji okreslono poprzez pomiar zmiany poziomu fluorescencji wyznako-
wanego exTrkB, ktory poddano termoforezie w gradiencie stezenia badanego zwigzku. Wykres przedsta-
wia indywidualne warto$ci statej dysocjacji dla 113 przebadanych molekut, z czego dla 64 z nich zawiera
si¢ ona w przedziale od 0,1 pM do 680 uM. Kolorem szarym oraz przerywanymi liniami oznaczono prze-
dziat wartosci Kq 0,1-450 puM, bedace punktem odcigcia przy wyborze zwigzkéw do dalszych analiz.
W tym przedziale wartosci Kg znajdowato si¢ 59 zwigzkow (stanowigc ~50% przebadanych czasteczek).
Dla 49 czasteczek nie wyznaczono Kg co jest rownoznaczne z brakiem oddziatywania molekut w badanym
zakresie stgzen, co wskazano na wykresie jako Kg= 0 uM.

Tabela 6. Wartosci Kq dla zwigzkow referencyjnych, ktore wyznaczono z zastosowaniem tech-
niki MST.

Nazwa czasteczki K [nM]
BDNF 0,093
7,8-DHF 1,3
OSK495385 2,32
DMAQ-B1 5,6
LM22-B10 83
7,8,3'-THF Nie wyznaczono
4’-dimetylamino-7,8-DHF Nie wyznaczono
GSB-106 Nie wyznaczono
LM22-A4 Nie wyznaczono
HIOC Nie wyznaczono
NAS Nie wyznaczono
Izokumaryna Nie wyznaczono
NSI-189 Nie wyznaczono
CPL503071 25
CPL503113 44,2
CPL503052 2,6
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4.3. Ocena zdolnoSci zwiazkow do aktywacji receptora TrkB w ukladzie ortoste-
rycznego agonisty
Wielkos$¢ parametru statej dysocjacji nie warunkuje aktywnosci funkcjonalnej zwigzku,
a dostarcza jedynie informacji o zdolnosci czasteczki do oddziatywania z celem moleku-
larnym. W zwigzku z tym, wyselekcjonowane zwigzki przebadano pod katem zdolnosci
do indukowania fosforylacji wewnatrzkomorkowej domeny receptora TrkB. W ten spo-
sOb okreslono aktywnos$¢ ortosteryczng zwigzkéw wzgledem TrkB oraz wyznaczono

warto$¢ ECso.

Do badan wykorzystano model linii komdérkowej SN56 T48 ze stabilng nadekspresja
receptora TrkB. Do hodowli komorek dodawano rozne stezenia zwigzkow, po czym okre-
$lono stopien aktywacji receptora TrkB poprzez analiz¢ poziomu fosforylacji domeny
wewnatrzkomoérkowej na tyrozynie 706 (Tyr706) z uzyciem metody ELFI. Sposrod
wszystkich 59 przebadanych zwiazkow matoczasteczkowych zidentyfikowano 4 zwiazki
zdolne do aktywacji receptora TrkB (Rycina 7A). Pozostate czasteczki, dla ktorych z suk-
cesem wyznaczono warto$ci Kq nie powodowaty fosforylacji TrkB. Nie zidentyfikowano
zadnych innowacyjnych zwigzkow matoczasteczkowych zdolnych aktywowac ortoste-

rycznie receptor TrkB.

Aktywno$¢ ortosteryczng wykazuja nastepujace molekuty, bedace jednocze$nie
zwigzkami referencyjnymi: DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071, CPL503113. Aktyw-
nos¢ tych zwigzkoéw jest zdecydowanie nizsza w porownaniu do BDNF (Rycina 7B)
0 czym $wiadcza wyznaczone wartosci ECso (Tabela 7). Pozostate zwiagzki referencyjne
réwniez testowano na aktywno$¢ ortosteryczna, jednakze pozostaja one bez wptywu na

aktywnosc¢ receptora TrkB (Rycina 7B).
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Tabela 7.Wartosci ECso okreslone dla zwigzkow referencyjnych. ECso wyznaczono na podstawie
stopnia fosforylacji TrkB (Tyr706) metoda ELFI w modelu linii komérkowej SN56 T48. Wartos¢
ECsorowna 0 oznacza brak aktywnoSci ortosterycznej zwigzku.

Nazwa czasteczki ECso [uM]

BDNF 0,004
7,8-DHF 0
OSK495385
DMAQ-B1
LM22-B10
7,8,3'-THF
4’-dimetylamino-7,8-DHF
GSB-106
LM22-A4
HIOC
NAS
Izokumaryna
NSI-189
CPL503071
CPL503113
CPL503052
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Rycina 7. Ocena zdolnos$ci zwigzkéw do aktywacji receptora TrkB w funkcjonalnym te$cie in vitro.
Komorki linii SN56 T48 (hybrydoma mysich komorek neuronalnych izolowanych z przegrody przezroczy-
stej oraz neuroblastomy N18TG2) ze stabilng nadekspresjg receptora TrkB traktowano badanymi zwigz-
kami w gradiencie stgzen. Aktywnos¢ receptora TrkB indukowana ligandem mierzono poprzez analize po-
ziomu fosforylacji TrkB na tyrozynie 706 z uzyciem specyficznego przeciwciata i metody ELFI. Stopien
odpowiedzi komorek na traktowanie zwigzkami porownywano wzgledem kontroli (DMSO), a otrzymane
wyniki postuzyly do wykreslenia krzywej odpowiedzi (pTrkB Tyr706) wzgledem zastosowanego stezenia
oraz wyliczenia warto$ci ECsp. Kontrole pozytywng stanowity komorki traktowane BDNF. (A) Z puli 59
zwigzkow nie zidentyfikowano zadnej innowacyjnej czasteczki zdolnej do aktywacji receptora TrkB, co
wskazano na wykresie jako ECso=0. Wzrost fosforylacji TrkB i tym samym aktywnos¢ ortosteryczng za-
obserwowano dla 4 zwigzkow, ktore sg zwigzkami referencyjnymi. (B) Zwigzki matoczasteczkowe zdolne
do aktywacji TrkB prowokuja jego fosforylacje (Tyr706) w wyzszym zakresie stezen anizeli BDNF, co
odzwierciedlaja wyznaczone krzywe odpowiedzi oraz wartosci ECso. Zwiazki referencyjne opisywane w li-
teraturze jako agonisci receptora TrkB nie indukuja fosforylacji TrkB w modelu komoérkowym SN56 T48
(C). Wyniki pochodzg z trzech niezaleznych eksperymentéw, kazdy z nich wykonano w 3 powtdrzeniach.
Stupki btedow reprezentuja SEM.

(Rycina na nastepnej stronie)
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Proba identyfikacji innowacyjnych, matoczasteczkowych agonistow TrkB nie przy-
niosta oczekiwanych rezultatow 1 ostatecznie zakoficzyla si¢ niepowodzeniem— 0 czym
$wiadczg uzyskane wyniki. Sposrdod biblioteki 987 zwigzkéw chemicznych o 17-tu r6z-
nych chemotypach, nie udato si¢ zidentyfikowaé innowacyjnej molekuty o cechach ago-
nisty TrkB. Zaden z przebadanych zwigzkéw chemicznych nie wykazywat jednoczeénie
wigzania z exTrkB podczas MST oraz nie powodowal ortosterycznej aktywacji TrkB in
vitro. Taki stan rzeczy wyklucza dalsze mozliwosci rozwoju przedklinicznego badanych

molekut jako agonistow TrkB.

Dodatkowo, przeprowadzone eksperymenty z wykorzystaniem zwigzkow referencyj-

nych wskazuja na brak aktywnosci wigkszosci molekut jako agonistow TrkB. Z puli 15-
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tu przebadanych zwiazkow, jedynie DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071, CPL503113
powoduja aktywacje TrkB w warunkach in vitro. Powyzsze wyniki, z jednej strony— pod-
wazajg pierwotne doniesienia literaturowe dotyczace aktywnosci zwigzkow referencyj-
nych, z drugiej zas— sg spojne z wynikami otrzymanymi przez Todd i wsp., (2014) oraz
Boltayev i wsp., (2017), co wspiera postulat o ograniczonych witasciwosciach zwigzkow
jako agonistow TrkB [199,200]. Z tego tez powodu, w dalszej czesci pracy skupiono si¢
na badaniach, majacych na celu rzetelng ocene aktywnos$ci zwigzkow referencyjnych jako

czasteczek zdolnych do nasladowania funkcji BDNF.

4.4. Badanie aktywnosci zwigzkow referencyjnych w modelu allosterycznej mo-
dulacji TrkB

Z uwagi na brak obserwowanej aktywnosci ortosterycznej TrkB dla 11 zwigzkow refe-

rencyjnych, do ktoérych naleza: 7,8-DHF, 7,8,3’-THF, 4’-DMA-7,8-DHF, GSB-106,

LM22-A4, LM22-B10, HIOC, NAS, Izokumaryna, OSSK-495385, NSI-189 postano-

wiono przebadac efektywnos¢ tych czasteczek w modelu allosterycznej modulacji.

W tym celu, komorki SN56 T48 stymulowano réznymi stezeniami naturalnego li-
ganda TrkB (0,15-5 nM) oraz w obecnosci referencyjnego zwigzku matoczasteczkowego
w trzech stezeniach (3, 10, 30 uM) oraz samymi zwigzkami (3, 10, 30 uM). Po uptywie
15 minut badano poziom fosforylacji TrkB (Tyr706) metoda ELFI po podaniu BDNF
I okreslono wptyw zwiazku na przebieg krzywej odpowiedzi dla BDNF. Zwiazki bedace
pozytywnymi allosterycznymi modulatorami powinny wzmacnia¢ odpowiedZ komorki
na BDNF, badz tez modulowa¢ aktywnos¢ receptora poprzez osiggnigcie jego aktywnosci
przy nizszych stezeniach naturalnego liganda (przesunigcie krzywej ECso w kierunku niz-

szych stgzen liganda).

Jak wynika z przebiegu krzywych odpowiedzi komoérek na stymulacje BDNF w obec-
nos$ci danego zwigzku, zadna z testowanych czgsteczek nie moduluje aktywnosci recep-
tora TrkB w przyjetym uktadzie eksperymentalnym (Rycina 8, str. 67-68). Otrzymane
dotad wyniki wskazuja na brak zdolnos$ci zwigzkow do pozytywnej, allosterycznej mo-
dulacji receptora TrkB oraz brak aktywnosci testowanych zwiazkéw referencyjnych jako

ortosterycznych agonistow (Rycina 7C).
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4.5. Okreslenie zdolnosci zwiazkow referencyjnych do indukowania dimeryzacji
exTrkB

Zgodnie z dotychczasowym stanem wiedzy, dimeryzacja receptora TrkB pod wplywem

liganda stanowi jeden z mechanizmow prowadzacych do aktywacji receptora TrkB i dal-

szej transdukcji sygnatu w komorce.

Dlatego tez, postanowiono sprawdzi¢ czy zwigzki wykazujace aktywno$¢ ortoste-
rycznych agonistow (DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071, CPL503113) réwniez posia-
daja zdolno$¢ do indukowania dimeryzacji TrkB wykazujgc tym samym podobienstwo
efektu jaki powoduje BDNF. Eksperymenty wykonano takze dla pozostatych zwigzkéw
referencyjnych, dodatkowo weryfikujac doniesienia literaturowe dotyczace ich wtasci-

wosci jako agonistow TrkB.

Do doswiadczen wykorzystano zewnatrzkomorkowa domeng TrkB, ktora inkubo-
wano ze zwigzkami matoczasteczkowymi oraz BDNF. Wptyw molekut na dimeryzacj¢
exTrkB okreslono poprzez analiz¢ migracji prazkow w zelu poliakrylamidowym w wa-
runkach natywnych, co przedstawiono na uproszczonym schemacie na Rycinie 9A.
Otrzymane wyniki potwierdzaja zdolnos¢ BDNF do indukowania dimeryzacji exTrkB
(Rycina 9B). Pomimo, iz zwigzki DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071, CPL503113 po-
woduja fosforylacje TrkB w modelu komorkowym SN56 T48, czasteczki te nie wykazuja
zdolnosci do indukowania dimeryzacji exTrkB. Podobne wyniki otrzymano dla pozosta-

tych zwigzkow referencyjnych.

Rycina 8. Analiza aktywnos$ci zwigzkéw w modelu allosterycznej modulacji. Komorki linii SN56 T48
z nadprodukcja receptora TrkB traktowano BDNF w gradiencie stezen w obecno$ci zwigzkoéw maltocza-
steczkowych w trzech stezeniach. Poziom aktywacji TrkB oceniano stosujac technike ELFI oraz przy uzy-
ciu przeciwciat rozpoznajacych ufosforylowany receptor TrkB na tyrozynie 706. Stopien odpowiedzi ko-
morek na traktowanie zwigzkami i BDNF porownywano wzgledem kontroli (DMSO), a otrzymane wyniki
postuzyty do wykreslenia krzywej odpowiedzi (fosforylacja TrkB) wzgledem zastosowanego stezenia
BDNF. Panel przedstawia indywidualne wykresy odpowiedzi komorek na traktowanie BDNF oraz bada-
nymi zwigzkami. Zaden z 11 badanych zwigzkéw referencyjnych (negatywnych w tescie na aktywnosé
ortosteryczng Ryc.7C) nie modulowal odpowiedzi receptora TrkB na traktowanie BDNF, o czym $wiadczy
brak przesuni¢cia krzywych wzgledem osi X (nizsze st¢zenie BDNF wymagane do aktywacji TrkB) oraz
osi Y (zwigkszany poziom p-TrkB po traktowaniu BDNF wywotany obecno$cig zwigzku). Wyniki pocho-
dza z trzech niezaleznych eksperymentow, kazdy z nich wykonano w 3 powtoérzeniach. Stupki btedow
reprezentujag SEM.

(Rycina na nastepnej stronie)
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Rycina 9. Analiza dimeryzacji zewnatrzkomorkowej domeny receptora TrkB indukowanej ligan-
dem. (A) Uproszczony schemat dimeryzacji exTrkB pod wptywem liganda. (B) Zwigzki matoczastecz-
kowe oraz BDNF inkubowano z biatkiem exTrkB po czym przeprowadzono elektroforez¢ w warunkach
natywnych. Zdolnos$¢ badanych ligandéow do indukowania dimeryzacji exTrkB oceniono poprzez analizg
migracji prazkow w zelu poliakrylamidowym zgodnie z ich masg molekularng. Wyniki poréwnywano
wzgledem kontroli negatywnej [(DMSO) $ciezka numer 1] oraz pozytywnej (BDNF). Sposrod przebada-
nych molekut, jedynie BDNF jest zdolny indukowa¢ dimeryzacje exTrkB, co na zelu widoczne jest w po-
staci wyzszego prazka o wigkszej masie molekularnej, oznaczonego odpowiednio czerwong strzatkg. Ma-
loczasteczkowe zwigzki referencyjne nie indukuja dimeryzacji exTrkB na co wskazuje nizszy prazek, od-
powiadajacy monomerom exTrkB (strzatka niebieska). Eksperyment wykonano w trzech niezaleznych eks-
perymentach, na rycinie umieszczono reprezentatywny obraz wykonanej analizy.

4.6. Analiza aktywacji Sciezek sygnalowych zaleznych od TrkB w modelach in
vitro po traktowaniu referencyjnymi zwigzkami maloczasteczkowymi

4.6.1. Model linii komorkowej SN56 T48 z nadekspresja receptora TrkB

Aktywacja receptora TrkB prowadzi do fosforylacji jego domeny katalitycznej, co uru-
chamia wewnatrzkomorkowa kaskade sygnatowa. Proces ten jest zwigzany z fosforylacjg

biatek PLCy1, Aktl oraz ERK1/2,

W pierwszej kolejnosci postanowiono sprawdzi¢, czy zwiazki referencyjne zdolne sa

indukowac¢ szlaki sygnatowe zalezne od aktywnosci receptora TrkB, mimo iz nie

69



WYNIKI

wykazywaty one efektywnosci W tescie na aktywnos¢ ortosteryczng (patrz podrozdziat
4.3) oraz w uktadzie allosterycznej modulacji w modelu linii komoérkowej SN56 T48
(patrz podrozdziat 4.4). W nastepnym kroku zweryfikowano stan pobudzenia Sciezek sy-
gnalowych po traktowaniu zwigzkami, ktore wykazywaty aktywnos$¢ agonistow TrkB

(patrz podrozdziat 4.3).

W tym celu, komorki linii SN56 T48 stymulowano referencyjnymi zwigzkami mato-
czgsteczkowymi: 7,8-DHF, 7,8,3’-THF, 4’-dimetylamino-7,8-DHF, GSB-106, LM22-
A4,LM22-B10, HIOC, NAS, Izokumaryna, OSSK-495385, NSI-189 w stezeniu 100 uM.
Jako kontrole pozytywng zastosowano BDNF. Po uptywie 15 minut stymulacji komoérek
w zebranych probkach analizowano poziom fosforylacji biatek aktywowanych w odpo-
wiedzi na pobudzenie $ciezki sygnatowej TrkB, co przedstawiono na uproszczonym
schemacie (Rycina 10A). Zgodnie z oczekiwaniami, BDNF w sposéb istotny indukuje
fosforylacje receptora TrkB na tyrozynie 706 (Rycina 10B oraz 10C). W konsekwencji
dochodzi do transdukcji sygnatu i wzmozonej fosforylacji biatek PLCyl, Aktl oraz
ERK1/2 (Rycina 10B oraz 10C). Stymulacja komérek wspomnianymi zwigzkami mato-
czasteczkowymi, w tym 7,8-DHF, nie prowadzi do aktywacji receptora TrkB oraz nie
powoduje fosforylacji biatek efektorowych PLCy1, Aktl oraz ERK1/2 (Rycina 10B oraz

10C) co po raz kolejny wskazuje na brak aktywnos$ci tych zwigzkow in vitro.

Rycina 10. Analiza aktywacji §ciezek sygnalowych kontrolowanych aktywnos$cig TrkB w modelu linii
komoérkowej SN56 T48. (A) Schemat badanej $ciezki sygnatowej. (B) Reprezentatywny obraz Western
blot. Komoérki linii SN56 T48 ze stabilng nadekspresja TrkB stymulowano przez 15 min zwigzkami refe-
rencyjnymi, dla ktorych wykazano brak aktywnosci ortosterycznej wobec TrkB w tescie ELFI (Ryc. 3C).
Jako kontrol¢ negatywng zastosowano DMSO, kontrole pozytywna stanowily komorki stymulowane
BDNF. Zdolno$¢ zwiazkow do aktywacji $ciezki sygnatowej analizowano technika Western blot z wyko-
rzystaniem przeciwcial rozpoznajacych aktywne, ufosforylowane formy biatek efektorowych: PLCyl (p-
PLCyl1), Aktl (p-Aktl) ERK1/2 (p-ERK1/2) oraz receptora TrkB (p-TrkB Miejsca analizowanych fosfo-
rylacji w biatkach wskazano w Tabela 3 (patrz podrozdziat 3.6.3). W celu potwierdzenia natozenia rownych
ilo$ci biatka uzyto przeciwciat rozpoznajacych catkowite biatka PLCy1, Aktl, ERK1/2 i TrkB oraz zwizu-
alizowano poziom catkowitego biatka natozonego na zel TGX, co umozliwito wykonanie analizy densyto-
metrycznej (C). Analiza Western blot wskazuje na brak zdolnosci zwigzkéw do aktywacji $ciezek sygna-
lowych zaleznych od TrkB. co stanowi przeciwienstwo dla efektu obserwowanego po stymulacji BDNF.
Traktowanie BDNF istotnie podnosi poziom fosforylacji TrkB oraz biatek efektorowych PLCyl1, pAktl
oraz ERK1/2 (B,C). Wyniki prezentowane na wykresach (C) przedstawione sa jako krotno$¢ wzrostu po-
ziomu fosforylacji wzglgdem kontroli negatywnej. Prezentowane wyniki pochodza z trzech niezaleznych
eksperymentow. Stupki btedow reprezentuja SEM. Jednoczynnikowa analiza wariancji, test porownan wie-
lokrotnych (post-hoc) Dunnett’a. *** p<0,001.

(Rycina na nastepnej stronie)
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W dalszym etapie doswiadczen wykonano analizy, w ktorych sprawdzono zdolnosc¢
DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071 oraz CPL503113 do pobudzenia $ciezek sygnato-
wych zwigzanych z fosforylacja bialek PLCyl, Aktl oraz ERK1/2. Réwnolegle, okre-

$lono specyficznos¢ dziatania tych zwiazkow poprzez jednoczesna, dodatkowsa stymula-

cj¢ komorek inhibitorem K252a. K252a jest inhibitorem domeny kinazowej receptora

TrkB i blokuje dalsze przekazywanie sygnatu, co przedstawiono na uproszczonym sche-

macie na Rycina 11A.

Komorki linii SN56 T48 stymulowano badanymi czasteczkami lub BDNF w trzech

roéznych stezeniach, w obecnos$ci lub braku inhibitora K252a. Po 15 minutach inkubacji
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zebrano probki, w ktorych okreslono stopien aktywacji $ciezki sygnatowej TrkB. Otrzy-
mane wyniki zaprezentowano na Rycinie 11B oraz Rycinie 11C. Jak si¢ spodziewano,
BDNF powodowat proporcjonalny do stezenia wzrost fosforylacji TrkB oraz biatek efek-
torowych PLCyl, Aktl oraz ERK1/2. Ponadto, otrzymane wyniki wskazujg na specy-
ficzny mechanizm aktywacji szlaku TrkB po podaniu BDNF, gdyz zastosowanie inhibi-
tora K252a zablokowato aktywno$¢ TrkB i nie zaobserwowano fosforylacji biatek sygna-
lowych. Zwiazki matoczasteczkowe réwniez wykazaty zdolno$¢ do pobudzenia analizo-
wanej Sciezki sygnatowej. Profil fosforylacji TrkB, PLCyl, Aktl oraz ERK1/2 po poda-
niu testowanych czasteczek jest indywidualny dla kazdego ze zwiazkoéw 1 osiagaja swoj
najsilniejszy efekt w zaleznos$ci od zastosowanego st¢zenia. Niemniej jednak, o ile zasto-
sowanie K252a znacznie zahamowato aktywnos$¢ TrkB oraz PLCy1 po dodaniu badanych
zwigzkow, to wciagz obserwuje si¢ fosforylacj¢ pozostatych biatek efektorowych. Efekt
ten najmocniej wyraza si¢ w przypadku zwigzkow DMAQ-B1, CPL503071 i CPL503113
dla biatek p-Aktl oraz p-ERK1/2. W przypadku CPL503052 w dalszym ciagu mozna
zaobserwowac silng fosforylacj¢ biatka Aktl. Otrzymane wyniki wskazuja na niespecy-
ficzny, alternatywny i zachodzacy rownolegle mechanizm dziatania czasteczek powodu-
jacy aktywacje biatek efektorowych w komorkach linii SN56 T48, niezaleznie tylko od
receptora TrkB.

Rycina 11. Analiza aktywacji §ciezek sygnalowych oraz ocena specyficznosci dzialania zwiazkow
w modelu linii komorkowej SN56 T48. (A) Schemat badanej $ciezki sygnatowej z uwzglednieniem efektu
hamujacego aktywacje bialek efektorowym pod wptywem K252a. (B) Reprezentatywny obraz analizy We-
stern blot wraz z densytometrig (C). Komorki linii SN56 T48 ze stabilng nadekspresja TrkB traktowano
przez 15 min zwigzkami matoczasteczkowymi w roznych stezeniach (100, 10, 1 [uM]), dla ktorych wyka-
zano aktywno$¢ ortosteryczng wobec TrkB w tescie ELFI (Ryc. 7C). Jako kontrole negatywna zastosowano
DMSO, kontrole pozytywng stanowily komoérki stymulowane BDNF (100, 10, 1 [ng/mL]). W celu okre-
$lenia specyficzno$ci dziatania zwigzkow zastosowano inhibitor domeny kinazowej TrkB, ktory dodano na
15 min przed traktowaniem zwigzkami badanymi. Analize Western blot wykonano jak w Ryc 10. (B, C)
BDNF indukuje aktywacje TrkB i biatek efektorowych PLCyl, Aktl, ERK1/2 w sposob zalezny od dawki,
a efekt ten jest znoszony inhibitorem K252a potwierdzajac specyficzno$¢ dziatania BDNF wzgledem TrkB.
Badane zwigzki matoczasteczkowe wykazuja niska specyficznos¢ dziatania w $ciezce sygnatowej TrkB.
DMAQ-B1 podobnie jak CPL503052, CPL503071, CPL503113 aktywuje TrkB i biatka efektorowe, jed-
nakze zablokowanie aktywnosci TrkB inhibitorem K252a nie skutkuje catkowitym wyciszeniem fosfory-
lacji biatek p-Aktl oraz p-ERK1/2 wskazujac na niezalezny od TrkB, zachodzacy alternatywnie i rownole-
gle mechanizm dziatania zwigzkow. Prezentowane wyniki pochodzg z trzech niezaleznych eksperymen-
tow. Shupki btedoéw przedstawiaja SEM. Jednoczynnikowa analiza wariancji, test porownan wielokrotnych

(post-hoc) Dunnett’a. * p < 0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. DMSO; # p < 0,05, ## p < 0,01; ### p <
0,f001 vs. badany zwigzek w 100 uM.

(Rycina na kolejnej stronie)
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4.6.2. Model roznicowanej SH-SY5Y z zaindukowang nadekspresja TrkB

W zwigzku z zaobserwowang niska specyficznoscia zwigzkéw w komarkach linii SN56
T48, w analogiczny sposob postanowiono zweryfikowa¢ aktywno$¢ czasteczek (DMAQ-
B1, CPL503052, CPL503071, CPL503113 oraz 7,8-DHF) w modelu zréznicowanych ko-
morek ludzkiej linii neuroblastomy SH-SY5Y. Zastosowanie kwasu retinowego rozni-
cuje komoérki SH-SYSY w kierunku komorek podobnych do neuronéw dopaminergicz-
nych i stanowi powszechnie stosowany model in vitro w badaniach neurologicznych
[208]. Ponadto, kwas retinowy indukuje w komorkach neuroblastomy nadprodukcje re-
ceptora TrkB, co dodatkowo uzasadnia wykorzystanie tego modelu do badan zwigzkoéw
matoczasteczkowych w kontekscie aktywacji tego receptora i zaleznych Sciezek sygna-
towych [209].
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Eksperymenty rozpocze¢to od zréznicowania komorek linii SH-SY5Y poprzez inku-
bacje komorek z kwasem retinowym przez 5 dni. Jak si¢ spodziewano, kwas retinowy
indukuje syntezg¢ receptora TrkB, co potwierdzito mozliwos¢ uzycia tego modelu do dal-
szych analiz (Rycina 12A). Nastepnie, komorki stymulowano dodajagc BDNF oraz
zwigzki: DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071 oraz CPL503113, w obecnosci lub braku
inhibitora K252a. Eksperymenty przeprowadzono takze dla 7,8-DHF- wiodacego i sze-
roko opisanego w literaturze naukowej agonisty TrkB. Po 15 minutach po podaniu w ze-
branych probkach okreslono stopien aktywacji Sciezki sygnatowej poprzez analize po-

ziomu fosforylacji TrkB oraz biatek PLCy1, Aktl, ERK1/2.

Otrzymane wyniki zaprezentowano na Rycina 12B oraz Rycina 12C. Zgodnie z zato-
zeniami, BDNF indukuje fosforylacje receptora TrkB a takze PLCyl1, Aktl, ERK1/2, co
wskazuje na aktywacje $ciezki sygnatowej przez BDNF w komorkach zréznicowanej SH-
SYS5Y. Efekt ten jest zalezny od zastosowanego stgzenia i jest specyficzny, gdyz inhibitor
K252a skutecznie hamuje aktywnos$¢ katalityczng TrkB. Ponadto nie obserwowano
efektu BDNF na aktywacje biatek efektorowych PLCy1, Aktl oraz ERK1/2 gdy zastoso-
wano K252a. Sposrod badanych czasteczek jedynie DMAQ-B1 oraz CPL503071 istotnie
zwickszyl poziom fosforylacji TrkB, co przeklada si¢ rowniez na zwigkszony poziom
fosforylacji biatek efektorowych PLCy1, Aktl oraz ERK1/2. Mozna réwniez zauwazyc¢,
ze CPL503052 oraz CPL503113, mimo iz nie wplywaja znaczaco na wzrost fosforylacji
TrkB, to poziom p-PLCy1, p-Aktl oraz p-ERK1/2 jest stosunkowo wysoki w poréwnaniu
do grupy kontrolnej traktowanej DMSO. Jednakze efekt dziatania DMAQ-B1,
CPL503052, CPL503071 oraz CPL503113 nie jest catkowicie zalezny od aktywacji
TrkB, gdyz poziom fosforylacji Aktl nie jest hamowany w obecnosci inhibitora K252a.
Co wigcej, eksperymenty wykonane na niezréznicowanych komorkach SH-SY5Y, w kto-
rych poziom ekspresji TrkB utrzymuje si¢ na nieznacznym poziomie, rowniez wskazuja
na alternatywny od TrkB mechanizm dziatania tych zwigzkéw (Rycina 12D). Stymulacja
niezroznicowanych komérek DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071 oraz CPL503113 po-
woduje wzrost poziomu fosforylacji analizowanych biatek efektorowych w tych komor-
kach. Takiego efektu nie obserwuje si¢ po zastosowaniu BDNF, poniewaz z uwagi na
niska ekspresj¢ TrkB w komorkach SH-S5Y, oraz specyficznos¢ receptorowa BDNF nie

wywiera on wplywu na fosforylacj¢ biatek analizowanej $ciezki (Rycina 12D).
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W przypadku analiz wykonanych dla 7,8-DHF, nie zaobserwowano jakiejkolwiek ak-
tywnosci zwigzku. 7,8-DHF nie aktywuje receptora TrkB, a tym samym pozostaje bez
wplywu na poziom fosforylacji biatek efektorowych PLCy1, Aktl oraz ERK1/2 w ko-
morkach zroznicowanej (Rycina 12B, Rycina 12C) oraz niezr6znicowanej SH-SY5Y
(Rycina 12D).

Rycina 12. Analiza Sciezki sygnalowej oraz ocena specyficznosci zwiazkéw w modelu réznicowanej
linii komérkowej SH-SY5Y. (A) Roznicowanie komorek ludzkiej neuroblastomy SH-SY5Y kwasem re-
tinowym (RA) indukuje nadekspresje receptora TrkB. Schemat badanej $ciezki sygnatowej jest analo-
giczny jak w Ryc.10A, ktorg badano metoda Western blot z uzyciem specyficznych przeciwciat jak w
przypadku Ryc.10B i 11B. (B) Zr6znicowane komoérki SH-SY traktowano przez 15 min 7,8-DHF oraz
zwigzkami matoczasteczkowymi w rdéznych stezeniach (100, 10, 1 [uM]), dla ktoérych wykazano aktywno$é
ortostatyczng wobec TrkB w tescie ELFI (Ryc. 3C). Jako kontrolg negatywng zastosowano DMSO, kon-
trole pozytywna stanowity komorki stymulowane BDNF (100, 10, 1 [ng/mL]). Na 15 minut przed trakto-
waniem zwigzkami, komoérki inkubowano z inhibitorem K252a celem okreslenia specyficzno$ci dziatania
zwigzkow. BDNF aktywuje receptor TrkB oraz biatka efektorowe (PLCy1, Aktl, ERK1/2) proporcjonalnie
do zastosowanego stezenia. Efekt BDNF jest znoszony poprzez inhibicje domeny kinazowej inhibitorem
K252a, co swiadczy o specyficznej aktywacji Sciezek sygnatowych. Wyniki uzyskane dla nier6znicowa-
nych komoérek SH-Y5Y potwierdzaja specyficzny mechanizm dziatania BDNF, nie obserwuje si¢ fosfory-
lacji biatek efektorowych w tych komorkach po traktowaniu BDNF gdyz nie wykazuja one ekspresji re-
ceptora TrkB (D). Zwiazki matoczasteczkowe DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071, CPL503113 niespe-
cyficznie aktywuja Sciezke sygnatows. Zastosowanie K252a i zablokowanie aktywnos$ci TrkB nie wycisza
fosforylacji Aktl po stymulacji zwigzkami (B,C). Dodatkowo, w odréznieniu do DMSO i BDNF zwigzki
te indukujg aktywacj¢ $ciezki sygnatowej (pAktl, pERK1/2), pomimo iz w komoérkach niezroznicowanej
SH-SY5Y poziom ekspresji TrkB zachodzi na niskim poziomie (D). 7,8-DHF wykazuje brak aktywnosci
wobec TrkB w réznicowanej SH-SYSY i nierdznicowanej nie indukuje fosforylacji biatek efektorowych
(B, D). Reprezentatywne obrazy analizy Western blot dla komorek roznicowanych (B) oraz nierdéznicowa-
nych (D). (C) Analiza densytometryczna wynikéw Western blot dla zréznicowanych komorek SH-SY5Y.
Prezentowane wyniki pochodza z trzech niezaleznych eksperymentow. Stupki btgdoéw przedstawiaja SEM.
Jednoczynnikowa analiza wariancji, test poréwnan wielokrotnych (post-hoc) Dunnett’a. * p < 0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001 vs. DMSO,; # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001 vs. badany zwiazek w 100 uM.

(Rycina na kolejnej stronie)
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4.7. Ocena wlasciwosci cytoprotekcyjnych referencyjnych zwiazkow malocza-
steczkowych.

BDNF za posrednictwem receptora TrkB aktywuje Sciezki sygnatowe promujace przezy-
wanie komorek w warunkach stresowych, co nadaje mu wtasciwos$ci neuro- i cytoprotek-
cyjne. Efekty ochronne zostaty takze wykazane dla matoczasteczkowych agonistow
TrkB, a w szczegdlnosci 7,8-DHF. W zwigzku z tym, postanowiono sprawdzié, czy opi-
sani w literaturze agoni$ci TrkB wykazuja efekt funkcjonalny w postaci ochrony komo-
rek, u ktérych zaindukowano apoptoze neurotoksyng MPP*. MPP* jest inhibitorem kom-
pleksu I tancucha oddechowego co prowadzi do spadku ATP i uruchomienia $mierci ko-

moérkowej na drodze apoptozy.

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem modelu zréZznicowanej linii komoérkowej
SH-SYS5Y. Uproszczony schemat przedstawiajacy przebieg eksperymentu zaprezento-
wano na Rycina 13A. W pierwszej kolejnosci komorki inkubowano przez 72 godziny
z BDNF badz referencyjnym zwigzkiem matoczasteczkowym. Po tym czasie do komoérek
dodano MPP* celem zaindukowania cytotoksycznosci i dokonano oceny zywotno$ci ko-
morek po uptywie kolejnych 72 h. Otrzymane wyniki przedstawiono na Rycina 13B. Jak
sie spodziewano, MPP* istotnie zmniejsza zywotno$¢ komorek po 72 h, wykazujac efekt
cytotoksyczny. Dodanie BDNF powoduje zalezny od dawki, pozytywny wptyw na prze-
zywalnos$¢ komorek w obecnosci neurotoksyny. Wynik ten potwierdza ochronne wtasci-
wosci BDNF w komorkach zréznicowanej linii SH-SYSY. Zwiazki referencyjne DMAQ-
B1, CPL503052, CPL503071 oraz CPL503113, dla ktérych wykazano niespecyficzny
efekt aktywacji §ciezek molekularnych PLCy1, Aktl, ERK1/2 (patrz podrozdziat 4.6) nie
wplywajg jednak ochronnie na zywotno$¢ komorek po zastosowaniu MPP*. Wynik ten

Swiadczy o braku wlasciwosci cytoprotekcyjnych tych zwigzkow

Inkubacja komorek z 7,8-DHF réwniez nie przyniosta pozadanego efektu w postaci
cytoprotekcji. Nie zaobserwowano zmiany poziomu zywotno$ci komorek po uptywie

72 h po dodaniu MPP* w obecnosci 7,8-DHF.

Pozostate zwigzki referencyjne do ktorych nalezg: 7,8,3’-THF, 4’-DMA-7,8-DHF,
GSB-106, LM22-A4, LM22-B10, HIOC, NAS, izokumaryna, OSSK-495385, NSI-189

réwniez nie wykazuja wlasciwosci ochronnych w przyjetym modelu doswiadczalnym.
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Rycina 13. Ocena wlasciwosci cytoprotekcyjnych zwiazkéw w modelu réznicowanej SH-SY5Y. (A)
Schemat eksperymentu. (B) Zr6éznicowane komorki SH-SYS5Y traktowano przez 72 h 7,8-DHF oraz zwigz-
kami matoczgsteczkowymi w roéznych stezeniach (3, 1, 0,3 pM), dla ktérych wykazano efektywno$¢ w
teScie na aktywnos¢ ortosteryczng wobec TrkB (Ryc. 3C). Jako kontrolg negatywng zastosowano DMSO,
kontrole pozytywna stanowity komorki stymulowane BDNF (100, 10, 1 [ng/mL]). Efekt cytoprotekcyjny
oceniano poprzez analize zywotnosci komorek z uzyciem chemiluminescencyjnego testu Real-Time Glo
po upltywie kolejnych 72 h od zaindukowania cytotoksycznosci z uzyciem MPP*. Zastosowanie MPP* wy-
kazuje efekt cytotoksyczny i istotnie zmniejsza zywotnos¢ komorek. BDNF wykazuje dawko-zalezny efekt
cytoprotekcyjny w zréznicowanych komodrkach SH-SYS5Y po wywotaniu cytotoksycznosci. Badane
zwiazki matoczasteczkowe nie wptywaja pozytywnie na zywotnos¢ komorek po zastosowaniu MPP* wy-
kazujac brak efektu cytoprotekcyjnego. Wyniki przedstawiono jako procent zywotnosci wzgledem komo-
rek traktowanych DMSO (kontrola) bez obecno$ci MPP*. Wyniki pochodza z trzech niezaleznych ekspe-
rymentow, kazdy z nich wykonano w 3 powtdérzeniach. Shupki btedéw reprezentuja SEM. Jednoczynni-
kowa analiza wariancji, test porownan wielokrotnych (post-hoc) Dunnett’a. ### p < 0,001 vs. DMSO/-
MPP*; *** n < 0,001 vs. DMSO/+ MPP*,

Otrzymane dotad wyniki wskazuja, iz zwigzki referencyjne opisane w literaturze jako
agoni$ci TrkB wykazujg ograniczone wlasciwosci jako ligandy receptora TrkB. W Tabela
8 podsumowano wszystkie wyniki analiz dla badanych zwiazkow referencyjnych uzytych
w rozprawie. Eksperymenty, w ktorych oceniano zdolno$¢ wigzania zwigzkow do
exTrkB, wskazuja, ze tylko nieliczne z nich zdolne sa do interakcji z exTrkB, ale zaden
nie indukuje jego dimeryzacji. Szereg zwigzkow referencyjnych: 7,8-DHF, 7,8,3’-THF,
4’-dimetylamino-7,8-DHF, GSB-106, LM22-A4, LM22-B10, HIOC, NAS,
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Izokumaryna, OSSK-495385, NSI-189 nie wykazuje efektywnosci w tescie na aktywnos¢
ortosteryczng badz tez nie modulujg allosterycznie aktywnos$ci TrkB w obecno$ci BDNF
w modelu komorkowym SN56 T48. Co wigcej, nie wykazano takze wptywu tych zwigz-
kow na aktywnos¢ wewnatrzkomorkowych $ciezek sygnatowych zwigzanych z fosfory-
lacja biatek PLCy1, Aktl oraz ERK1/2 w zastosowanych modelach in vitro. Z kolei dla
zwiazkow DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071 oraz CPL503113 wykazano aktywnos¢
ortosteryczng wzgledem receptora TrkB, jednakze wyniki pozniejszych analiz wskazujg
na niespecyficzny mechanizm dziatania tych zwigzkow. Zwiazki te aktywujg szlaki sy-
gnatowe PLCy1, Aktl oraz ERK1/2 takze niezaleznie od receptora TrkB. W testach funk-
cjonalnych, gdzie oceniano wlasciwos$ci cytoprotekcyjne czasteczek, zaden z badanych
zwigzkow matoczasteczkowych nie wykazuje aktywnos$ci. Powyzsze wyniki pokazujg, iz
przebadane czasteczki wykazuja ograniczong badz brak pozadanej aktywnos$ci jako ago-
nisci TrkB. Wynik te sa po pierwsze sprzeczne z pierwotnymi doniesieniami ale spdjne
z wynikami Todd i wsp. (2014) oraz Boltaev i wsp. (2017), po drugie — uzasadniajg za-

przestanie ich dalszego rozwoju przedklinicznego jako agonistow TrkB [199,200].

Nalezy podkresli¢, iz otrzymane wyniki badan dla 7,8-DHF dotyczace aktywnosci
funkcjonalnej in vitro sg sprzeczne z przyjetym w literaturze dogmatem. Poniewaz w li-
teraturze 7,8-DHF jest uznawany jako najlepiej dzialajacy matoczasteczkowy agonista
TrkB. Opublikowane wyniki jasno wskazuja na zwiazek pomiedzy aktywacja TrkB oraz
zaleznych od niego Sciezek sygnalowych, a efektem farmakologicznym po zastosowaniu
7,8-DHF. Dlatego tez, niezwykle interesujace wydawato si¢ sprawdzenie, czy 7,8-DHF
posiada aktywno$¢ agonisty TrkB w warunkach in vivo, czego nie zaobserwowano w
testowanych modelach in vitro. W dalszej czgsci pracy szczego6lng uwage skupiono na
analizach farmakologicznych, w ktorych okreslono profil farmakokinetyczny i efekt far-

makodynamiczny 7,8-DHF u myszy.
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Tabela 8. Podsumowanie wynikow badan dla analizowanych zwigzkow referencyjnych oraz
BDNF.

Nazwa czg- Kd ECso | Aktywno$¢ | Dimeryza- | Pobudzenie $ciezek | Wilasci-
steczki [pM] [pM] alloste- cja sygnalowych in vitro wosci

ryczna exTrkB cytopro-

tekcyjne
BDNF 0.093 | 0.004 - TAK TAK TAK
7,8-DHF 1.3 0 NIE NIE NIE NIE
0OSK495385 2.32 0 NIE NIE NIE NIE
DMAQ-B1 5.6 5 NIE NIE NIESPECYFICZNIE NIE
LM22-B10 83 0 NIE NIE NIE NIE
7,8,3'-THF 0 0 NIE NIE NIE NIE
FOMATE o 0 NIE NIE NIE NIE
GSB-106 0 0 NIE NIE NIE NIE
LM22-A4 0 0 NIE NIE NIE NIE
HIOC 0 0 NIE NIE NIE NIE
NAS 0 0 NIE NIE NIE NIE
Izokumaryna 0 0 NIE NIE NIE NIE
NSI-189 0 0 NIE NIE NIE NIE
CPL503071 25 6.6 NIE NIE NIESPECYFICZNY NIE
CPL503113 44.2 37 NIE NIE NIESPECYFICZNY NIE
CPL503052 2.6 51 NIE NIE NIESPECYFICZNY NIE

4.8. Badania farmakologiczne in vivo nad 7,8-DHF

4.8.1. Analiza profilu farmakokinetycznego po doustnym i dozylnym poda-

niu zwiazku
Zanim przystapiono do eksperymentow majgcych na celu okreslenie wptywu 7,8-DHF
na aktywacje receptora TrkB w tkankach mézgowych myszy, wyznaczono najpierw pro-
fil farmakokinetyczny zwigzku. Znajomos$¢ farmakokinetyki umozliwia oceng m.in. bio-
dostgpnosci, dystrybucji oraz ekspozycji organizmu na zwigzek, co przektada si¢ na efek-

tywnos$¢ farmakologiczng danej molekuty.
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Do badan wykorzystano myszy szczepu BALB/c, ktérym podawano 7,8-DHF droga
doustng (p.0.) oraz dozylna (i.v.). Dawki zwigzku, ktore podano zwierz¢tom ustalono na
podstawie danych literaturowych oraz badan formulacyjnych przeprowadzonych przez
Dzial Rozwoju Produktéw Leczniczych Celon Pharma S.A. W ustalonych punktach cza-
sowych od momentu podania zwigzku pobierano krew i oznaczano stezenie 7,8-DHF
w surowicy. Od zwierzat pobierano réwniez moézg, W ktorym w jednej z potkul takze
mierzono stezenie 7,8-DHF celem okre$lenia zdolno$ci zwigzku do penetracji bariery
krew-mozg, drugg z potkul przeznaczono do badan farmakodynamicznych. Z otrzyma-
nych wynikow wykreslono krzywa zalezno$ci stgzenia w czasie od podania 7,8-DHF
w 0soczu i tkance mozgowej, Co przedstawia Rycina 14A dla podania dozylnego oraz na

Rycina 14B dla podania doustnego.

Otrzymane wyniki wskazujg na niekorzystny profil farmakokinetyczny 7,8-DHF
U myszy. Przede wszystkim, jest to zwigzane z szybka eliminacja 7,8-DHF z organizmu.
Po podaniu dozylnym zwigzek jest niewykrywalny zarowno w osoczu jak i w tkance mo-
zgowej (Rycina 14A). Ponadto, po podaniu doustnym 7,8-DHF osigga maksymalne ste-
zenie w surowicy po 10 minutach od podania, po czym gwattownie spada do poziomu
ponizej detekcji po uptywie 1 h (Rycina 14B). 7,8-DHF jest wykrywalny w mézgu po
podaniu doustnym, co sugeruje zdolno$¢ zwigzku do penetracji bariery krew-mozg. Nie-
mniej jednak, stezenie zwigzku w mézgu myszy osigga niski poziom, co pozwala twier-

dzi¢, ze poziom ekspozycji tego narzadu na 7,8-DHF jest niski.

Na podstawie wykreslonych krzywych stezenia zwigzku dla podania p.o oraz i.v wy-
znaczono podstawowe parametry farmakokinetyczne tj.: Cmax (stezenie maksymalne),
Tmax (czas, w ktorym osiggane jest Cmax) oraz AUC .y (pole pod krzywa— parametr
wskazujacy na og6lny poziom ekspozycji organizmu na zwigzek). Wyniki parametrow

PK przedstawiono w Tabela 9.

Dodatkowo, w probkach surowicy i mozgu wyznaczono poziom metabolitow 7,8-
DHF: 7-hydroksy-8-metoksyflawonu (7H8M-flawon) oraz 8-hydroksy-7-metoksyfla-
wonu (8H7M-flawon), gdyz istniejace przestanki literaturowe wskazuja na aktywny
udzial tych metabolitow w aktywacji receptora TrkB. Krzywe stezenia 7H8M-flawonu
oraz 8H7M-flawonu po dozylnym oraz doustnym podaniu 7,8-DHF przedstawiono od-

powiednio na Rycina 14A oraz Rycina 14B, za$§ wyznaczone parametry
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farmakokinetyczne zawarto w Tabela 9. Z uwagi na ograniczenia bioanalityczne zwia-
zane z identyczng masg molekularng analitow, prezentowane wyniki dotycza catkowitego
stezenia obydwu metabolitow. Jak wynika z przeprowadzonych analiz, metabolity 7,8-
DHF sa wykrywalne jedynie w surowicy, osiggajac maksymalne st¢zenie po 5 minutach
od podania dozylnego (Rycina 14A, Tabela 9) oraz po 10 minutach od podania doustnego
(Rycina 14B, Tabela 9), co sugeruje szybka eliminacj¢ zwigzku z organizmu. Metabolity
7,8-DHF nie sa wykrywane w mozgu zaré6wno po podaniu i.v. oraz p.o., co potwierdza
niska ekspozycj¢ tego narzadu na zwigzek oraz analizowane metabolity (Rycina 14A,

Rycina 14B, Tabela 9).

7,8-DHF i.v. (1 mg/kg) 7,8-DHF p.o. (50 mg/kg)
100+ r100 100 £ 100
= s O =
E 104 E10  — = J -- 0
N ' o = N 10 : 10 T2
O € \ a O O c S O
O o ~N [« N-] @ N
[ N~] - =] » © 3
o= 1y ? | 1 & o o
(] ) = o 13 E1 S
0.1 T . T . 0.1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 01 0 1 2 3 4 5 0-1
Time [h] Time [h]
-+ OSOCZE: 7,8-DHF -+ MOZG:7,8-DHF -» OSQCZE: 7.8-DHF -« MOZG:7.8-DHF
-m- OSOCZE: Metabolity -¥- MOZG: Metabolity -u. OSOCZE: Metabolity -¥- MOZG: Metabolity

Rycina 14. Profil farmakokinetyczny 7,8-DHF w modelu mysim. (A) Wykres zmiany stezenia 7,8-DHF
oraz jego metabolitow (7-hydroksy-8metoksyflawon oraz 8-hydroksy-7-metoksyflawon) w osoczu (lewa
o$ rzednych) oraz mézgu myszy (prawa o$ rzednych) w jednostce czasu po dozylnym (i.v.) podaniu
zwigzku. W osoczu,7,8-DHF osigga swoje stezenie maksymalne (Cmax) (16,72 ng/mL) po 5 minutach od
podania i catkowicie zanika po uptywie 1 godziny od podania. 7,8-DHF jest niewykrywalny w mézgu po
podaniu dozylnym w dawce 1 mg/kg. Nie wykryto metabolitoéw 7,8-DHF zarowno w osoczu jak i mozgu
myszy. (B) Wykres zmiany st¢zenia 7,8-DHF oraz jego metabolitow (7-hydroksy-8metoksyflawon oraz 8-
hydroksy-7-metoksyflawon) w osoczu (lewa 0§ rzgdnych) oraz mézgu myszy (prawa o$ rzednych) w jed-
nostce czasu po doustnym (p.0.) podaniu zwigzku. 7,8-DHF osigga maksymalne stezenie w osoczu (77,42
ng/mL) po 10 min od podania i zanika po uptywie 2 h. Metabolity sa wykrywalne w osoczu do 4 h od
podania 7,8-DHF osiagajac swoje Cmax (34,68 ng/mL) po 10 minutach. Stezenie 7,8-DHF w mozgu osia-
gaja swoje maksimum (6, 35.ng/mL) po 10 minutach od doustnego podania zwiazku i zanika po uptywie
2 h. Nie wykryto metabolitow 7,8-DHF w moézgu. Shupki btedéw prezentuja SD. Kazda z grup ekspery-
mentalnych liczyta po cztery osobniki (n=4) na kazdy z punktéw czasowych dla podania dozylnego i do-
ustnego.
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Tabela 9. Parametry farmakokinetyczne 7,8-DHF oraz jego metabolitow w mdzgu oraz osoczu
myszy po dozylnym (i.v.) i doustnym (p.0.) podaniu zwigzku.

7,8 -DHF i.v. (1 mg/kg) 7,8 -DHF p.o. (50 mg/kg)
AUC (0 Cmax Tmax (h) AUC (0 Cmax Tmax (h)

OSOCZE 7,8-DHF N/D N/D N/D 20.9 72.42 0.16
ng/mL

7H8M-flawon 2.2 16.72 0.08 61.8 34.68 0.16
8H7M-flawon ng/mL ng/mL

MOZG 7,8-DHF N/D N/D N/D 5.2 6.35 0.16

ng/g
7H8M-flawon N/D N/D N/D N/D N/D N/D
8H7M-flawon

Cmax- stgzenie maksymalne

Tmax- czas, w ktorym zwigzek osigga swoje Cmax

AUC0-)- pole pod krzywa. Wyniki odnosza si¢ do krzywych z Ryc. 15A-B.

N/D- niemozliwe do okre$lenia

7H8M-flawon (7-hydroksy-8metoksyflawon); 8H7M-flawon (8-hydroksy-7-metoksyflawon)

4.8.2. Analiza farmakodynamiczna ex vivo w tkankach mézgowych myszy

po doustnym podaniu zwiazku.
W dalszej kolejnosci zbadano efekt farmakodynamiczny 7,8-DHF ex vivo. Analizowano
poziom aktywacji TrkB i zaleznych $ciezek sygnatowych w strukturach mézgowych my-

szy.

Badania przeprowadzono na materiale pozyskanym podczas badania farmakokine-
tycznego. Do eksperymentow wykorzystano tkanki osobnikow, ktore otrzymaty zwigzek
doustnie, gdyz jedynie dla tego podania wykazano obecno$¢ zwigzku w mozgu (patrz
podrozdziat 4.8.1). Z wyizolowanych potkul moézgowych wypreparowano hipokamp oraz
kore czotowa, w ktorych oceniano wptyw 7,8-DHF na aktywacj¢ receptora TrkB oraz
Sciezek sygnatowych PLCy1, Aktl oraz ERK1/2 po 30 min i 2h od podania zwigzku oraz
nosnika. Hipokamp i kora czotowa to struktury mozgowe, ktore zgodnie z pismiennic-
twem wykazuja najwyzszy poziom biatka TrkB [210]. W zwiazku z czym, efekt dziatania

7,8-DHF na TrkB powinien by¢ widoczny szczegdlnie w tych strukturach.

Wyniki z przeprowadzonych analiz wskazuja, ze 7,8-DHF podany w dawce 50 mg/kg

oraz st¢zenie, jakie osigga w mozgu, nie powoduje fosforylacji receptora TrkB zaréwno
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w korze czotowej (Rycina 15A) jak i hipokampie myszy (Rycina 15B) w badanych punk-
tach czasowych. Brak efektu aktywacji TrkB po podaniu 7,8-DHF wyraza si¢ takze na
poziomie $ciezek sygnatowych, gdyz nie obserwuje si¢ wzrostu fosforylacji biatek
PLCy1, Aktl oraz ERK1/2. Réwnoczesnie, nie mozna jednoznacznie okresli¢ wptywu
metabolitow 7,8-DHF na analizowany efekt farmakodynamiczny, poniewaz jak wynika
z analizy PK, st¢zenie 7H8M-flawonu oraz 8H7M-flawonu w moézgach analizowanych

myszy znajdowato si¢ ponizej progu detekcji (patrz podrozdziat 4.8.1).

(A) (B)

Kora czotowa Hipokamp
y 3 y 3
< ‘b,o‘?‘ s v°‘x
< Al ®° Al

" 30min 0mn ' 2n T o2n !

p-TrkB L L L L L
|—---—————----—---| p-PLCy1 |-‘---—---..------|
|—--------—-— ;e | p-Akt1 |"—- ————— ——— — — .-—.—-—-|

|M;5"a;'| p-ERKj;; |--------——a-—-—-|

- - TrkB - - - .- .-
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Rycina 15. Analiza farmakodynamiczna w tkankach mézgowych myszy po doustnym podaniu 7,8-
DHF. Pozyskane podczas badania farmakokinetycznego tkanki mézgowe (kora czotowa i hipokamp) po-
stuzyty do oceny efektu farmakodynamicznego 7,8-DHF po 30 min i 2 h od doustnego podania zwigzku
(50mg/kg). Analizowano $ciezke sygnatowg zalezng od receptora TrkB (schemat Ryc.6A) wykorzystujac
w tym celu metode Western blot, stosujac procedure analogicznie jak w Ryc.6. 7,8-DHF a takze potencjal-
nie jego metabolity nie wplywaja pozytywnie na poziom fosforylacji receptora TrkB oraz biatek efektoro-
wych (PLCy1, Aktl, ERK1/2) w korze czotowej (A) oraz hipokampie (B) w analizowanych punktach cza-
sowych. Rycina przedstawia reprezentatywny wynik analizy Western blot. Eksperyment wykonano
W trzech powtdrzeniach, a liczebnos$¢ grupy wynosita 4 osobniki/punkt czasowy (n=4).
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Na podstawie wynikow badan in vivo mozna stwierdzi¢, ze 7,8-DHF jest zwigzkiem
o niekorzystnym profilu farmakokinetycznym i wykazujacym niskg biodostepnos$¢ u my-
szy. Jednakze, nie mozna jednoznacznie ustali¢, czy brak obserwowanej aktywnos$ci
TrkB po ostrym podaniu 7,8-DHF jest wypadkowa niskiej ekspozycji mozgu na dziatanie
7,8-DHF, czy tez dlatego, ze zwiazek nie wykazuje cech agonisty TrkB.

4.9. Okreslenie selektywnosci 7,8-DHF wzgledem szerokiego panelu celéw mole-
kularnych.
W celu kompleksowej charakterystyki farmakologicznej 7,8-DHF zbadano selektywnos¢
wigzania zwigzku z innymi celami molekularnymi. W §wietle uzyskanych wynikow in
vivo, wydaje si¢ by¢ catkiem prawdopodobne, ze publikowany efekt farmakologiczny
7,8-DHF udowodniony w licznych modelach in vivo nie wynika jedynie z jego interakcji
z receptorem TrkB [211].

Badanie selektywnosci 7,8-DHF przeprowadzono w ramach panelu BioPrint® Profile
Panel (Eurofins). Profilowanie farmakologiczne uwzgledniato przetestowanie 133 roz-
nych celow molekularnych. Eksperymenty polegaly na wyznaczeniu wptywu 7,8-DHF
na inhibicj¢ wigzania zwigzku kontrolnego, specyficznego dla danego celu molekular-

nego.

W Tabela 10 zebrano otrzymane wyniki odziatywania 7,8-DHF z celami molekular-
nymi dla ktoérych wykazano istotny (> 50%) stopien inhibicji wigzania specyficznego
zwigzku kontrolnego. Wykazano, ze 7,8-DHF oddziatuje z 12 celami molekularnymi.
7,8-DHF wypiera badz taczy si¢ w miejscu wigzania agonistoéw m.in. dla receptorow ade-
nozynowych Az, Aza oraz Az, receptorem dla melatoniny typu 3 (MT3), receptorem sero-
toninowym typu 2B (5-HT2g) oraz GABA-ergicznym kanatem jonowym w miejscu wig-
zania dla benzodiazepin (BZD). 7,8-DHF hamuje wigzanie antagonisty receptora adeno-
zynowego Aza oraz inhibitorow dla enzyméw: oksydazy ksantynowej, cyklooksygenazy
typu 2 (COX2), metaloproteinaz 9 i 2 (MMP-9, MMP-2) oraz kinazy Lyn A. Wyniki
wigzania 7,8-DHF ze wszystkimi analizowanymi celami molekularnymi zawarto w Ta-
beli Z3 w cze$ci Zalgczniki. Na podstawie powyzszych wynikow mozna stwierdzié¢, ze
7,8-DHF wykazuje niska selektywnos¢ farmakologiczng i jest zdolny do interakcji z wie-

loma celami molekularnymi.
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Tabela 10. Wyniki selektywnos$ci 7,8-DHF wzgledem ré6znych celow molekularnych. 7,8-
DHF w stgzeniu 10 uM zostat przebadany w panelu BioPrint® (badanie zewnetrzne, Eurofins).
Eksperyment obejmowatl badanie wigzania 7,8-DHF z biatkami nalezacymi do réznych rodzin
W tym: receptory sprzezone z biatkami G, transportery, kanaly jonowe, receptory jadrowe, kinazy
oraz enzymy niebedace kinazami. W tabeli zawarto wyniki dla celow molekularnych, wobec kto-
rych 7,8-DHF w stezeniu 10 uM wykazywat wigcej niz 50% inhibicji wigzania specyficznego dla

kontroli.
Cel molekularny Badany charakter Rodzina % Inhibicji wiazania
odzialywania specyficznego dla
kontroli

Aq Agonista Receptor 99

Oksydaza ksantynowa Inhibitor Enzym niebgdacy kinaza | 91,5
MT; (ML) Agonista Receptor 86

COX2 Inhibitor Enzym niebedacy kinaza | 81,6
Az Antagonista Receptor 78,3
Aon Agonista Receptor 74,9
MMP-9 Inhibitor Enzym niebedacy kinazg | 72

BzZD Agonista Kanat jonowy 70,6
As Agonista Receptor 68,2
MMP-2 Inhibitor Enzym niebedacy kinaza | 56,5
Kinaza Lyn A Inhibitor Kinaza 52,6
5-HT2s Agonista Receptor 50,2
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5. DYSKUSJA

Nadrzgdnym celem pracy doktorskiej realizowanej w ramach programu Doktorat Wdro-
zeniowy byla proba identyfikacji innowacyjnych czasteczek, zdolnych do wigzania i ak-
tywacji receptora TrkB, ktére rownoczes$nie nasladowataby efekty wywotywane przez
BDNF. Dodatkowo z uwagi na podniesione w literaturze watpliwosci dotyczace aktyw-
nosci ortosterycznej TrkB dla zwigzkow referencyjnych dokonano szczegétowej charak-
terystyki tych czasteczek w odniesieniu do ich powinowactwa, aktywacji TrkB oraz wia-
sciwosci funkcjonalnych. Powyzsze zatozenia badawcze zrealizowano poprzez zastoso-
wanie innowacyjnej platformy badawczej polegajacej na wykorzystaniu odpowiednich
technik przesiewowych oraz testow funkcjonalnych do identyfikacji czasteczek- poten-
cjalnych agonistow TrkB sposrod biblioteki zwigzkow o zroznicowanych chemotypach.
Opracowana platforma badawcza stanowi dodatkowa, aplikacyjng warto$¢ projektu,
ktora potencjalnie moze zosta¢ skomercjalizowana. Ponadto, w pracy szczegdlng uwage
poswiecono 7,8-DHF, uznawanego w literaturze jako najlepiej dziatajacy matoczastecz-
kowy agonista TrkB. Okreslono dla niego najwazniejsze parametry farmakologiczne od-
noszace si¢ do jego wlasciwosci farmakokinetycznych i farmakodynamicznych i do nie-

znanych dotad interakcji z innymi biatkami.

Niniejsza rozprawa jest odpowiedzig na narastajaca potrzeb¢ medyczno-spoteczng
zwigzang z poszukiwaniem innowacyjnych terapii, mogacych znalez¢ zastosowanie w le-
czeniu depresji. Biologiczne funkcje jakie BDNF petni w organizmie sprawiaja, ze szlak
BDNF-TrkB jest atrakcyjnym i obiecujacym celem do rozwijania nowych terapii celo-
wanych, wykorzystujacych zwiazki matoczasteczkowe jako agonistow TrkB. Rozwdj te-
rapii opartej na zwigzkach chemicznych bedacych mimetykami BDNF wydaje si¢ by¢
dodatkowo uzasadniony z uwagi na niemoznos¢ wykorzystania BDNF jako autonomicz-
nej terapii, mimo iz wiele prac naukowych wskazuje na leczniczy potencjat BDNF w cho-

robach neuropsychiatrycznych [9,10,212].

Projekt rozpoczeto od przeprowadzenia badan przesiewowych zwigzkow malocza-
steczkowych ukierunkowanych na cel molekularny (target-based screen). Przedmiotem
badan byta biblioteka 987 zwigzkow chemicznych o 17 réznych chemotypach. Celowo
I zgodnie z przyjeta praktyka zadbano o heterogennos¢ struktur chemicznych, aby moz-

liwie jak najbardziej zwigkszy¢ prawdopodobienstwo identyfikacji zwigzkow
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oddziatujacych z exTrkB [213]. W tym celu przeprowadzono badania przesiewowe z wy-
korzystaniem termoforezy mikroskalowej— metody szeroko stosowanej w kampaniach
badawczych zwigzanych z poszukiwaniem nowych kandydatow na lek [214,215].
Z uwagi na $rednig przepustowos$¢ aparatu do mierzenia termoforezy w mikroskali, wiel-
kim wyzwaniem byloby okreslenie statej dysocjacji (Kq) dla wszystkich dysponowanych
molekut. Dlatego tez, do badan przesiewowych wykorzystano podejsécie, w ktorym okre-
$lono parametr amplitudy odpowiedzi MST badanego zwigzku, definiowany jako rdznica
poziomu fluorescencji pomig¢dzy sygnalem bazowym (exTrkB-DMSO), a kompleksem
exTrkB-zwiazek, ktory badano w jednym zadanym st¢zeniu. Zastosowana strategia po-
zwolita odrzuci¢ z dalszych analiz zwigzki niewykazujace powinowactwa do receptora
oraz zidentyfikowaé 214 czasteczek, ktore wykazujg interakcje z exTrkB. Z tej puli
zwigzkow do kolejnego etapu wybrano 181 czasteczek, ktore znajdowaly sie w przedziale

wiekszym badz rownym + 0,5 (SD) dla sredniej warto$ci amplitudy odpowiedzi MST.

W kolejnym kroku, dla wyselekcjonowanych zwigzkéw wyznaczono stata dysocjacji,
co pozwolito uszeregowac zwigzki pod wzgledem najlepszego odziatywania z eXTrkB.
Niemniej jednak, dla czesci czasteczek mimo wyznaczenia parametru amplitudy MST,
nie udato si¢ okresli¢ wartosci Kq, co $§wiadczy o braku odzialywania zwigzku z celem
molekularnym. Powodem takiego stanu rzeczy moze by¢ mozliwo$¢ otrzymania wyni-
kow fatszywie dodatnich na etapie badan przesiewowych. Niewykluczone bowiem, ze
zastosowane stezenie zwigzku (0,5 mM), przy ktorym wyznaczano poziom amplitudy
odpowiedzi MST, mogto by¢ na tyle wysokie, ze badany zwigzek zdotat niespecyficznie
wchodzi¢ w interakcje z celem molekularnym, co z kolei wywarlo efekt na zmiang po-
ziomu fluorescencji podczas MST. Ryzyko zwigzane z otrzymaniem wynikow fatszywie
dodatnich nie jest rzadkim zjawiskiem i nie stanowi ograniczenia samej metody MST
[214,215]. Wiele technik wykorzystywanych do biofizycznej charakterystyki oddziaty-
wan pomiedzy czasteczkami obarczona jest ryzykiem dostarczania fatszywie dodatnich
badz ujemnych wynikéw, na co zwracajg uwage eksperci [216,217]. Ponadto, istotg te-
stow o wysokiej przepustowosci (HTS) jest mozliwo$¢ oceny jak najwigkszej ilosci
zwigzkow w jak najkrotszym czasie, co mozna osiggnaé m.in. poprzez zastosowanie jed-
nego stezenia zwigzku w badaniach (jak w przypadku single-point MST). Tak wigc se-
lekcja zwigzkoéw stanowigcych populacje wynikéw fatszywie dodatnich badz ujemnych

nie jest istotnym problemem, gdyz potencCjal takich czasteczek jest nastgpnie
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weryfikowany w kolejnych etapach (np. okreslenie wartosci Kq). Zastosowane podejscie
I przeprowadzone doswiadczenia pozwolily usunaé¢ z dalszych kosztownych i czaso-
chtonnych analiz in vitro czasteczki o stabym rokowaniu. Z poczatkowej puli 214 zwigz-
kow, dla ktérych zarejestrowano roznicg amplitudy MST, 181 czasteczek zakwalifiko-
wano do wyznaczenia Kg. Jednakze, ostateczne analizy wykonano dla 113 zwigzkow (68
zwiazkow usunigto z analiz z uwagi na stabg rozpuszczalno$é¢) a wartosci Kq z sukcesem

wyznaczono dla 64 czasteczek.

Do kolejnych analiz wybrano 59 zwigzkoéw bedacych w przedziale Kq 0,1-450 pM.
Potencjat wyselekcjonowanych czasteczek zostat zweryfikowany w tescie na aktywnosc¢
ortosteryczng wobec TrkB w modelu komorkowym SN56 T48 do czego wykorzystano
metode ELFI. Wyniki uzyskane dla BDNF potwierdzajg uzyteczno$é testu do oceny ak-
tywnosci zwigzkow, gdyz z sukcesem wyznaczono warto$¢ ECsp, przy ktorej BDNF in-
dukuje fosforylacjg¢ TrkB (ECso= 4 nM). Identyfikacja aktywnych zwigzkow, zdolnych
indukowa¢ fosforylacje TrkB byta kluczowa na tym etapie projektu, determinujac jego
kontynuacj¢ i mozliwo$¢ dalszego rozwoju czasteczek. Niemniej jednak, zaden z bada-
nych innowacyjnych zwiagzkow nie indukowat fosforylacji TrkB. Otrzymane wyniki
w konfrontacji z wynikami Kq zdaja si¢ wskazywac na niespecyficzne wigzanie czaste-
czek, w miejscu innym niz wymagane do ortosterycznej aktywacji TrkB. Jak dotad nie
udato si¢ ustali¢ struktury krystalicznej petnego kompleksu TrkB-BDNF, niemniej wska-
zano, ze miejscem dokowania ligandéw dla receptora TrkB jest domena Ig2 [92,218].
Uzyta w do$wiadczeniach zewnatrzkomorkowa domena TrkB (exTrkB) o pelnej dtugosci
zawiera wigc postulowang sekwencj¢ wigzaca dla ortostatycznych agonistow, co dodat-
kowo potwierdzajg wyniki Kq uzyskane dla BDNF (93 nM). Podsumowujac, zadna z in-
nowacyjnych czasteczek testowana w obrebie 17 roznych chemotypoéw nie byta zdolna
wigzaé si¢ z receptorem w miejscu krytycznym dla ortosterycznej aktywacji TrkB, co
potwierdzono w modelu linii komérkowej SN56 T48 z nadekspresja receptora TrkB.
Otrzymane negatywne wyniki stanowily podstawe do zaprzestania dalszego rozwoju

zwiazkow innowacyjnych jako potencjalnych kandydatow na lek.

Prezentowane tu badania przesiewowe nie sg pierwsza proba identyfikacji matocza-
steczkowych agonistow TrkB, ktore zakonczyly si¢ niepowodzeniem. Boltaev i wsp.,
(2017) do badan przesiewowych wykorzystali komercyjnie dostepne platformy in vitro,
poszukujac zwigzkéw aktywnych posrod biblioteki ponad 40 tysigcy zwigzkow
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chemicznych. Pierwsza faza badan (ang. primary screening) doprowadzita do identyfika-
cji 335 zwigzkéw aktywnych w modelu linii komoérkowej U20S-TrkB( DiscoverX
PathHunter), jednakze badacze nie uzyskali zadnej czasteczki zdolnej do aktywacji TrkB
w pierwotnych hodowlach neuronéw [200]. Autorzy nie zaobserwowali tez aktywnosci
in vitro dla opublikowanych wowczas agonistow TrkB: 7,8-DHF, LM22-A4, deoksyge-
dunina — co stanowito potwierdzenie wynikow uzyskanych przez Todd i wsp. (2014)
[199]. Aktywnos$¢ zwigzkow 7,8-DHF, NAS, LM22-A4 wzgledem TrkB zostata zakwe-
stionowana wczes$niej, gdyz zgodnie z badaniami Todd i in., 2014 zwigzki te nie wyka-
zywaly aktywnosci w modelach linii komorkowych (DiscoverX i PathHunter) oraz pier-
wotnych hodowlach neuronalnych. Niemniej jednak do tej pory nie przeprowadzono ho-
listycznych badan, ktore jednoczesnie dostarczytyby informacji o interakcji z TrkB oraz
wiasciwosciach funkcjonalnych in vitro dla omawianych zwigzkéw oraz tych o postulo-
wanej aktywnosci ortosterycznej TrkB. Dlatego tez, w niniejszej pracy przeprowadzono
kompleksowe, wielopoziomowe badania ustalajace wlasciwosci opublikowanych zwigz-
kow referencyjnych w konteks$cie modulacji TrkB oraz nasladowania funkcji BDNF. Do
badan wybrano maloczasteczkowe zwiazki chemiczne o potwierdzonej literaturowo ak-
tywnosci wzgledem TrkB: 7,8,3’-THF, 4’-dimetylamino-7,8-DHF, DMAQ-B1, GSB-
106, LM22-A4, LM22-B10, HIOC, NAS, OSSK-495385 oraz te o postulowanej aktyw-
nosci ortosterycznej: izokumaryna, NSI-189 oraz czasteczki o numerach wewngtrznych
CPL503052, CPL503071, CPL503113 (nazwa systematyczna zawarta w Tabeli 5). Do
zwigzkow referencyjnych nalezy takze wiodacy 1 szeroko opisany w literaturze zwigzek

7,8-DHF, ktéry szczegdlowo zostanie omoéwiony w dalszej czesci rozdziatu.

Dla cze$ci badanych zwigzkow referencyjnych nie udato si¢ wyznaczy¢ wartosci Ka,
co stanowilo pierwszg przestanke wskazujacg na ograniczone funkcje zwigzkoéw jako
agonistow TrkB. Brak interakcji z exTrkB wykazano dla 7,8,3-THF, 4’-dimetylamino-
7,8-DHF, GSB-106, LM22-A4, HIOC, NAS, izokumaryny oraz NSI-189. Otrzymane
wyniki pozwalaja przypuszczaé, ze wymienione zwigzki matoczasteczkowe takze nie ak-
tywuja funkcjonalnie receptora TrkB. Przeprowadzone analizy wykazaty, ze aktywnos¢
ortosteryczng in vitro w modelu SN56 T48 zaobserwowano jedynie dla DMAQ-B1,
CPL503052, CPL503071 oraz CPL503113. Co zaskakujace, zwiazki referencyjne, dla
ktorych zaobserwowano interakcje z exTrkB, czyli OSK495385 oraz LM22-B10, takze
nie powodowaty wzrostu fosforylacji TrkB w komorkach SN56 T48. Otrzymane wyniKi
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pokazuja, ze OSK495385 i LM22-B10 nie wchodza w interakcj¢ z receptorem w odpo-
wiedni sposob, co oznacza ze zwigzki te nie wigzg si¢ z receptorem w miejscu koniecz-

nym dla aktywacji TrkB, stad tez nie aktywujg ortostatycznie receptora TrkB in vitro.

Uzyskane negatywne wyniki sktonity do weryfikacji hipotezy, ktora zaktadala, ze re-
ferencyjne zwigzki maloczasteczkowe moga funkcjonowaé jako allosteryczne modula-
tory TrkB. Dane literaturowe wskazujg na aktywnos¢ in vitro zwigzkow 7,8,3-THF, 4°-
dimetylamino-7,8-DHF, GSB-106, LM22-A4, HIOC, NAS. Tak wiec niewykluczone, ze
allosteryczna modulacja TrkB moze stanowi¢ fundament mechanizmu dziatania tych
zwiazkow w warunkach in vitro. Z punktu widzenia farmakologicznego taka wtasciwos¢
czagsteczek bylaby rowniez pozadana [219,220]. Niska aktywno$¢ TrkB spowodowana
niskim poziomem BDNF w stanach chorobowych, mogtaby zosta¢ przywrocona wtasnie
na drodze allosterycznej modulacji. Taka strategia stanowi podstawe wielu terapii celo-
wanych w przypadku innych celow molekularnych, takich jak receptory wapniowe CaSR
(cynakalcet), GABAA (diazepam, alaprazol, breksanolon) oraz receptory SiglR (fenyto-
ina) [221-223]. Ponadto, postuluje sig¢, ze niektore antydepresanty tj. imipramina czy flu-

oksetyna moga allosterycznie modulowac¢ sygnalizacj¢ BDNF [224].

W zwigzku z powyzszym, komorki SN56 T48 stymulowano BDNF w obecnosci
zwigzku maloczgsteczkoweg0 po czym oceniano wptyw badanych zwigzkoéw na poziom
fosforylacji TrkB i przesunigcie krzywej odpowiedzi komoérek. Otrzymane wyniki oba-
laja przyjeta hipoteze i wskazuja na brak potencjatu zwigzkéw referencyjnych do alloste-
rycznej modulacji sciezki BDNF-TrkB. Wyniki moich badan po raz kolejny dostarczyty
dowodéw na to, ze aktywno$¢ zwigzkow referencyjnych:  7,8,3-THF,
4’-dimethylamino-7,8-DHF, GSB-106, LM22-A4, HIOC, NAS, izokumaryna oraz NSI-

189, wzgledem receptora TrkB jest ograniczona.

Dimeryzacja monomerycznych podjednostek receptora pod wpltywem liganda sta-
nowi kanoniczny model aktywacji receptorow RTK. Zarowno BDNF jak i inne ligandy
TrkB (NT4/5) indukuja tworzenie dimeru kompleksu receptora, co determinuje dalsza
transdukcje sygnatu [110,225]. Aby mozliwie jak najlepiej scharakteryzowac zwiazki re-
ferencyjne oraz zweryfikowac¢ ich potencjat do aktywacji receptora TrkB, postanowiono
sprawdzi¢, czy zwigzki drobnoczgsteczkowe sg w stanie indukowaé¢ dimeryzacj¢ TrkB—

podobnie jak BDNF. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem domeny
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zewnatrzkomorkowej TrkB, ktérg inkubowano z badanymi ligandami a nastgpnie roz-
dzielono w warunkach natywnych. Wykazano brak zdolnosci zwigzkéw matoczastecz-
kowych do indukowania dimeryzacji exTrkB. Otrzymane wyniki pozwalaja przypusz-
czaé, ze badane zwigzki nie powodujg rowniez dimeryzacji receptora o peinej dtugosci
(TrkB-FL). Nalezy pamigtac, ze istniejg roznice w globalnej strukturze pomigdzy recep-
torem TrkB o pelnej dtugosci a sama domeng zewnatrzkomoérkowa uzytag w doswiadcze-
niach (exTrkB), co mogto by¢ powodem otrzymania takiego wyniku. Niemniej jednak
udowodniono, ze ligandy receptoréw kinaz tyrozynowych nie powoduja reorganizacji
struktury receptora na catej jego dlugosci. Sekwencje linkerowe pomigdzy poszczeg6l-
nymi domenami sg sztywne i nieustrukturyzowane, dzigki czemu domeny ICD i ECD
moga zmienia¢ konformacje w sposob niezalezny [107,108]. Wprawdzie wykazano, ze
pozakomorkowy motyw przyblonowy (EJM) w strukturze TrkB utrudnia tworzenie di-
meru [226], co w przypadku uzytego tu exTrkB nie moglto mie¢ miejsca, gdyz rekombi-
nowane biatko jest pozbawione tej sekwencji. Takze obecnos¢ form heterodimerycznych
TrkB-FL/TrkB-T1 w btonie komdrkowej neurondéw sugeruje, ze dimeryzacja moze za-
chodzi¢ nawet wtedy, gdy monomery nie wspotdziela 100% homologii w sekwencji ami-
nokwasowej [84,85,227]. Wida¢ zatem, ze badanie wlasciwosci ligandéw do indukowa-
nia dimeryzacji jedynie zewnatrzkomorkowej domeny TrkB jest mozliwe i uzasadnione.
Otrzymany wynik dla BDNF wspiera zastosowane podejscie, poniewaz wykazano jego
zdolnos¢ do dimeryzacji exTrkB. W §wietle zaprezentowanych wynikéw, mozna zatem
powiedzieé, ze zwiazki referencyjne (7,8,3-THF, 4’-DMA-7,8-DHF, GSB-106, LM22-
A4, HIOC, NAS, izokumaryna oraz NSI-189) nie nasladujg funkcji BDNF i nie sg ago-
nistami TrkB, poniewaz nie powoduja jego dimeryzacji. Ponadto, jak juz wcze$niej wspo-
mniano badane zwigzki nie powodowaty takze ortosterycznej aktywacji TrkB. Dalsze
wyniki wspieraja to odkrycie. Komorki linii SN56 T48 nie odpowiadajg na stymulacje
wspomnianymi zwigzkami referencyjnymi, oraz nie zaobserwowano pobudzenia $ciezek
sygnatowych zwigzanych z fosforylacjg PLCy1, ERK1/2 i Akt w tych komorkach. Otrzy-
mane wyniki sg spojne z obserwacjami Todd 1 wsp., (2014) oraz Boltaev 1 wsp., (2017)
[199,200]. Autorzy wykazali brak aktywnosci, opisanych wczesniej, zwigzkow matocza-
steczkowych in vitro w modelach komérkowych U20S (PathHunter Assays DiscoverX),
CHO K1 (Cell Sensor, Life Technologies) i pierwotnych komoérkach neuronalnych. Dane

te wskazuja na brak aktywnos$ci zwigzkow wzgledem receptora TrkB. Przytoczone tu
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wyniki pozwalaja podda¢ pod watpliwo$¢ zasadnos¢ stosowania wspomnianych tu

zwigzkow jako referencyjnych agonistow TrkB.

Ciekawa obserwacje stanowig wyniki otrzymane dla zwigzkow DMAQ-BL,
CPL503052, CPL503071, CPL503113. Pomimo wykazanej efektywnos$ci czasteczek
W tesdcie na aktywnos$¢ ortosteryczng, nie powodujg one dimeryzacji fragmentu receptora,
exTrkB. Pozwala to przypuszczaé, ze zwigzki mogg aktywowac TrkB alternatywnie, ina-
czej niz okresla to kanoniczny mechanizm aktywacji TrkB. Najnowsze doniesienia nie
wykluczaja mozliwos$ci istnienia rownoleglych, niezaleznych od dimeryzacji TrkB me-
chanizméw prowadzacych do aktywacji receptora i zaleznej od niego kaskady sygnato-
wej [111]. Postulowany tryb dziatania zaktada, ze BDNF jest w stanie aktywowac pre-
zentowane na btonie plazmatycznej monomery receptora TrkB. W wyniku tej interakcji
dalsza transdukcja sygnatu moze zachodzi¢ dwutorowo. Po pierwsze, aktywny monomer
TrkB zwigzany z BDNF bezposrednio aktywuje $ciezke sygnalowg ERK1/2. Po drugie,
kompleks monomer TrkB-BDNF ulega endocytozie z udziatem dyneiny i zostaje upako-
wany w endosomach. Po osiggnig¢ciu stanu wysycenia w przestrzeni endosomalnej do-
chodzi do dimeryzacji TrkB i gwaltownej aktywacji szlaku komorkowego PI3K-Akt
[111]. Wida¢ zatem, ze w zaleznosci od tego czy aktywacji ulega monomer czy dimer
TrkB, BDNF moze rownocze$nie badz preferencyjnie indukowac sygnalizacje komor-
kowa ERK1/2 badz Akt. Autorzy postuluja, ze takie subkomorkowe zmiany przestrzenne
W organizacji receptora moga regulowac specyficzng aktywnos$¢ sygnalizacyjng BDNF,
przystosowujac amplitudg, czas trwania sygnalizacji oraz lokalizacj¢ w komoérce [111].
Nalezy jednak podkresli¢, ze nie wiadomo, czy mechanizm ten jest uniwersalny dla
wszystkich typow komorek. Niemniej jednak, konfrontujac te obserwacje z wynikami
uzyskanymi dla DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071, CPL503113, ktore pokazuja, ze
zwigzki powoduja fosforylacje TrkB, ale nie indukuja dimeryzacji exTrkB, wysunigto
hipotezg, ze wspomniany powyzej model aktywacji monomerow TrkB moze stanowié

mechanizm dziatania w przypadku wymienionych zwigzkow matoczasteczkowych.

W zwigzku z czym, W przedstawionej pracy sprawdzono, czy komorki SN56 T48
specyficznie odpowiedza na stymulacje zwigzkami i selektywnie uruchomig wewnatrz-
komorkowe szlaki sygnatowe PLCy1, Akt i ERK1/2. Zaobserwowano, iz zwigzki mato-
czasteczkowe w zaleznosci od st¢zenia indukujg fosforylacje receptora TrkB oraz wpty-

wajag na wzrost fosforylacji bialek PLCyl, Akt i ERKI1/2 jednocze$nie. Nie
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zaobserwowano selektywnej aktywacji $ciezek sygnalowych ERK1/2 badz Aktl po 15
minutach podania, co mogloby potwierdzi¢ postulowany mechanizm dziatania dla
DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071, CPL503113. Co wigcej, odpowiedz komorek
SN56 T48 na stymulacje wspomnianymi zwigzkami wydaje si¢ by¢ niespecyficzna i nie-
zwigzana jedynie z aktywnoscig TrkB. Zastosowanie inhibitora K252a jedynie nieznacz-
nie wptyneto wyciszajaco na fosforylacje bialek sygnatowych, odwrotnie niz miato to
miejsce w przypadku gdy komérkom podano réwnoczesnie BDNF. Brak specyficznosci
dziatania zwigzkow potwierdzono w analogicznych eksperymentach, do ktorych wyko-
rzystano zréznicowane i niezréoznicowane komorki SH-SY5Y. Nie odnaleziono w pi-
$miennictwie informacji dotyczacych aktywnosci in vitro dla CPL503052, CPL503071
oraz CPL503113 (nazwy systematyczne zwigzkéw zawarte w Tabela 5). Szczatkowe
dane literaturowe odnoszg si¢ jedynie do aktywnos$ci zwigzku DMAQ-BL, i sg one spojne
z wynikami otrzymanymi w niniejszej pracy. Wykazano, ze DMAQ-B1 nieselektywnie
aktywuje receptory o aktywnosci kinazy tyrozynowej. W stezeniach mikromolarnych,
poza receptorem TrkB zwigzek wykazuje aktywnos$¢ wzgledem receptora insulinowego,
TrkA oraz TrkC [197,228]. Nalezy tez dodac, ze efektywnos¢ DMAQ-B1 zostata zaob-
serwowana w naiwnych komorkach linii CHO (komorki jajnika chomika chinskiego),
w ktorych zwigzek powodowat aktywacje $ciezek sygnatowych MAPK i PI3K na drodze
niezaleznej od receptorow Trk [197]. Komorki CHO wykazujg stosunkowo niewielki po-
ziom ekspresji receptorow insulinowych, a sama insulina oraz jej receptor pozostaja bez
bezposredniego wptywu na aktywno$¢ Trk [197,229]. Wida¢ zatem, ze aktywnosc¢
DMAQ-B1 nie ogranicza si¢ jedynie tylko do wspomnianych tu receptoréw. Zaréwno
wyniki niniejszej pracy jak i przytoczone badania pozwalajg twierdzi¢, ze DMAQ-B1
wykazuje niskg specyficznos¢, a pobudzenie wewnatrzkomorkowych $ciezek sygnato-

wych jest wynikiem interakcji zwigzku takze z celami molekularnymi innymi niz TrkB.

Obok funkcji regulujacych wzrost i dojrzewanie neuronow, BDNF wykazuje takze
wlasciwosci cytoprotekcyjne. Pozytywny wptyw BDNF na przezywalno$¢ komorek zo-
stat udowodniony dla wielu populacji neuronéw i typow komorek narazonych na zrdzni-
cowane bodzce stresowe i neurotoksyny [60,230,231]. Idac $ladem fizjologicznych funk-
cji BDNF, zwiazki matoczasteczkowe bedace agonistami TrkB powinny takze wykazy-
wac funkcje protekcyjne. Mimo iz w niniejszej pracy wykazano, ze profil aktywnosci

wyselekcjonowanych zwigzkow chemicznych nie spetnia kryteriow dla selektywnych
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agonistow TrkB, postanowiono jednak eksperymentalnie zweryfikowacé, czy zwiazki opi-

sane w literaturze jako agonisci TrkB, nasladujg funkcjonalne efekty BDNF.

Do badania wlasciwosci cytoprotekcyjnych czasteczek zaadaptowano model zrozni-
cowanych komoérek SH-SYS5Y, w ktorych indukowano apoptozg z uzyciem neurotoksyny
MPP™. Mechanizm cytotoksycznosci MPP* polega na inhibicji kompleksu I tancucha od-
dechowego w mitochondriach neuronéw, co prowadzi do powstania reaktywnych form
tlenu i obnizenia poziomu ATP [232]. Dlugotrwata ekspozycja na neurotoksyne i zaini-
cjowany przez nig stres oksydacyjny powoduje wzrost markeréw apoptotycznych w ko-
morkach neuronalnych co doprowadza do ich $mierci [233,234]. Takze w zZr6znicowa-
nych komoérkach SH-SY5Y, ktore stanowig model komoérek neuronalnych, odnotowano
bardzo duzy spadek populacji zywych komoérek po uptywie 72 h inkubacji z 0,5 mM
MPP* co potwierdza stuszno$¢ zastosowania tego modelu do oceny wiasciwos$ci neuro-
protekcyjnych zwigzkow [201,208]. Jak si¢ spodziewano, BDNF zahamowat efekt cyto-
toksyczny MPP*. W pracy wykazano, ze wstepna stymulacja BDNF koreluje ze zwiek-
szong przezywalnos$cig komorek po zaindukowaniu apoptozy neurotoksyna. Otrzymane
wyniki sg spdjne z danymi literaturowymi mowigcymi o ochronnych wtasciwosciach
BDNF w stosunku do r6znicowanych komorek SH-SY5Y traktowanych neurotoksyng
MPP* [201]. Nie zaobserwowano natomiast efektu cytoprotekcyjnego dla zadnych
z przetestowanych zwigzkow matoczasteczkowych. Cytoprotekcyjny mechanizm BDNF
jest bezposrednio zwigzany z aktywacja Sciezek sygnatowych, PI3K/Akt oraz
MAPK/MEK [201,235]. Aktywne biatko Akt odpowiada za sekwestracje i neutralizacje
proapoptotycznego biatka Bad, co utrudnia utworzenie apoptosomu [66,235]. Wiadomo
tez, ze ufosforylowane biatka Akt, ERK1/2 oraz PLCyl uruchamiaja ekspresj¢ licznych
gendw, ktore przyczyniajg sie do przezycia komorek w warunkach stresowych [66,119].
Analizy Western blot na zréznicowanych komoérkach SH-SYS5Y wykazaly wzrost fosfo-
rylacji $ciezek sygnatowych wpltywajacych na cytoprotekcje po zastosowaniu BDNF oraz
DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071, CPL503113. Jak juz wspomniano, zwigzki mato-
czasteczkowe nie wykazywaty efektu cytoprotekcyjnego w modelu zréznicowanych SH-
SY5Y i MPP*. Zastosowane dawki zwigzkow w obu eksperymentach r6znig sie, z uwagi
na rozciagnigty w czasie eksperyment badajacy cytoprotekcje, co moze thumaczy¢ brak
obserwowanej efektywnosci zwigzkéw. Niemniej jednak, co bardziej prawdopodobne,
DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071, CPL503113 nie wykazuja wlasciwosci
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cytoprotekcyjnych, gdyz jak juz omowiono wczesniej — efekt pobudzenia $ciezek sygna-
towych wynika z niespecyficznego mechanizmu dzialania zwigzkéw, co moze ttumaczy¢
obserwowany efekt. Powyzsze wnioski wspierajg dostepne opublikowane dane, ktére po-
kazuja ze DMAQ-B1 —, w stezeniach mikromolarnych, powoduje cytotoksycznos¢
w pierwotnych neuronach korowych oraz komoérkach linii CHO, czyli wykazuje dziatanie

przeciwne niz to dyskutowane tutaj [197,200].

Do matoczgsteczkowych zwigzkow chemicznych, identyfikowanych jako agonista
receptora TrkB, nalezy takze 7,8-dihydroksyflawon. Jest to wiodacy zwiazek referen-
cyjny posrod matoczgsteczkowych agonistow TrkB, bedacy przedmiotem badan ponad
270 prac  naukowych  zdeponowanych ~w bazie PubMed (https://pub-
med.ncbi.nlm.nih.gov/; stan na maj 2022). Liczne doniesienia naukowe wskazujace na
zalezne od TrkB terapeutyczne wiasciwosci czasteczki, stanowity fundament i punkt wyj-
cia do poszukiwania innowacyjnych agonistow TrkB, czego podj¢to si¢ W niniejszej
pracy. Jak wspomniano wczesniej, badania nad rozwojem potencjalnych kandydatow na
lek zakonczono juz na etapie funkcjonalnych testow in vitro, gdyz nie udato si¢ zidenty-
fikowa¢ innowacyjnej molekuly o pozadanej aktywnosci ortosterycznej wobec TrkB.
Dalsze badania i otrzymywane dane eksperymentalne kontrastowaty z przyjetym w lite-
raturze imperatywem o ortosterycznej aktywnosci 7,8-DHF wzgledem TrkB i potwier-
dzaly obserwacje zaraportowane przez dwa inne zespoty badawcze, ktére réwniez suge-
ruja ze aktywno$¢ matoczasteczkowych agonistow TrkB wzgledem celu molekularnego
nie jest bezdyskusyjna [199,200]. Wykazano wowczas, ze 7,8-DHF jest pozbawiony ak-
tywnos$ci ortosterycznej TrkB w warunkach in vitro [199,200]. Wida¢ zatem, ze pier-
wotne i utrwalane w pismiennictwie postulaty dotyczace relacji 7,8-DHF z receptorem
TrkB w swietle powyzszych obserwacji wymagaja konfrontacji oraz ponownej ewalua-
cji. Potrzebg poznania farmakologii 7,8-DHF uzasadnia roéwniez sam fakt, iz zwigzek
wykazuje potencjat terapeutyczny, a to skupia zainteresowanie wielu srodowisk nauko-
wych i stwarza mozliwos$¢ aplikacji medycznej. Dlatego tez, kolejnym zagadnieniem
podjetym w niniejszej pracy byta kompleksowa i wielopoziomowa charakterystyka 7,8-
DHF. W przeprowadzonych analizach badano interakcjg 7,8-DHF z TrkB oraz aktywnos$¢
funkcjonalng w modelach in vitro. Scharakteryzowano jego wiasciwosci farmakokine-
tyczne i farmakodynamiczne oraz selektywnos¢, a otrzymane wyniki skonfrontowano

z opublikowanymi dotad danymi.
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Z wykorzystaniem metody termoforezy mikroskalowej potwierdzono, ze 7,8-DHF
wigze si¢ z domena exTrkB 1 wykazuje powinowactwo wigzania na poziomie 1,3 pM.
W badaniach Jang i wsp., (2010b) oraz Liu i wsp., (2014) autorzy opisujg powinowactwo
wigzania 7,8-DHF w zakresie nanomolowym (wynoszacym odpowiednio 15,5 i 12,1
nM). Réznice w powinowactwie wigzania wydaja si¢ wynika¢ z zastosowania réznych
metod, poniewaz warto$ci Kq dla BDNF okres$lone technikag MST byly rowniez wyzsze
niz te uzyskane metodg SPR (powierzchniowy rezonans plazmonow; ang. surface pla-
smone resonance) i wynosity odpowiednio 93 i 1,7 nM [176,236]. Ponadto, w badaniach
Jang i wsp., (2010b) przy uzyciu testu Sciggania (ang. pull down assay) wykazano zdol-
nos¢ 7,8-DHF do indukowania dimeryzacji zewnatrzkomoérkowej domeny TrkB [176].
W niniejszej pracy zastosowano metod¢ elektroforezy natywnej, aby potwierdzi¢ zdol-
no$¢ 7,8-DHF do dimeryzacji receptora exTrkB. Niemniej jednak nie zaobserwowano

oczekiwanego efektu dimeryzacji dla badanego zwigzku.

Prace zrodlowe pokazuja, ze 7,8-DHF jest w stanie indukowac¢ autofosforylacj¢ TrkB,
co z kolei prowadzi do aktywacji kaskady sygnatowe;j i fosforylacji biatek Aktl i ERK1/2
w linii komorkowej SN56 T48 i neuronach pierwotnych [176,182]. Wyniki mojej pracy
wskazuja, ze aktywacja receptora TrkB przez 7,8-DHF w linii komorkowej SN56 T48
nie zachodzi, ani w trybie ortosterycznym, ani allosterycznym. Analizy z wykorzysta-
niem techniki Western blot potwierdzaja rowniez brak wptywu 7,8-DHF na aktywnos¢
bialek efektorowych w komorkach linii SN56 T48 oraz zroznicowanej SH-SYS5Y. Po-
wyzsze obserwacje potwierdzaja wyniki uzyskane przez Boltayevai in. (2017) oraz Todd
i in. (2014), ktorzy nie zaobserwowali aktywnosci 7,8-DHF wzgledem TrkB w innych
modelach komoérkowych in vitro— DiscoverX U20S, PathHunter Assays oraz pierwot-

nych komorkach neuronalnych [199,200].

W dalszych testach funkcjonalnych, w ktorych oceniano wlasciwosci cytoprotekcyjne
7,8-DHF, rowniez nie udowodniono efektywnosci zwigzku. Jak wspomniano wcze$niej,
efekt cytoprotekcyjny wobec réznicowanych komorek SH-SYS5Y w ktorych indukowano
toksyczno$¢ wykazano jedynie dla BDNF. Kilka grup badawczych wykazato, ze 7,8-
DHF ma wtasciwosci cytoprotekcyjne w réznych modelach indukowanej cytotoksyczno-
$ci in vitro: 6-OHDA i MPP" w komorkach PC-12 (linia komérkowa wyprowadzona
Z przeszczepowego szczurzego ogniska chromochtonnego), oraz glutaminianu w linii ko-

morkowej mysich uniesmiertelnionych neuronow hipokampalnych HT-22 [237-239]. W
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przytoczonych pracach, 7,8-DHF chronit komérki przed apoptoza w szerokim zakresie
dawek (0,1-25 uM). Doswiadczenia te nie byty jednak przeprowadzone na zr6znicowa-
nych komoérkach SH-SY5Y, w ktorych TrkB ulega nadekspresji, co moze ttumaczy¢ ob-
serwowane roznice. We wspomnianych badaniach cytoprotekcyjne dziatanie 7,8-DHF
byto skorelowane ze zwigkszong aktywnoscig oksygenazy hemowej 1 (HO-1) i dysmu-
tazy ponadtlenkowej (SOD) oraz inhibicja sygnalizacji szlaku JNK (kinaza domeny N-
koncowej biatka Jun; ang. c-Jun N-terminal kinase (JNK) w komoérkach PC-12, oraz
zwigkszonym poziomem glutationu w komoérkach linii HT-22. Moze to wskazywac¢ na
specyficzny dla linii komoérkowej i niezalezny od TrkB mechanizm dziatania, w ktérym

7,8-DHF osiaga swoj efekt cytoprotekcyjny.

Aby moc ostatecznie potwierdzi¢ role receptora TrkB jako gtdéwnego mediatora efek-
tywnosci, 7,8-DHF przeprowadzono taczone badanie farmakokinetyczne i farmakodyna-
miczne na myszach. Pierwsze wzmianki literaturowe wskazujg na zadowalajacg biodo-
stepnos¢ 7,8-DHF i jego zdolnos¢ do penetracji bariery krew-mozg i wywierania efektu
farmakologicznego. W badaniach przeprowadzonych przez Jang i wsp. (2010) zwigzek
7,8-DHF wykazywal dziatanie funkcjonalne na drodze zaleznej od TrkB, zaréwno po
ostrym (5 mg/kg dla myszy knock-in TrkB F616A) jak i subchronicznym podaniu
zwigzku (myszom szczepu C57BL/6 w wodzie pitnej w dawce 5 mg/kg przez 14 dni)
[179]. Jednak dalsze badania na myszach szczepu C57BL/6, CD1 i 5xFAD wykazaty nie-
korzystne wlasciwosci farmakokinetyczne 7,8-DHF. Dowiedziono wowczas, ze zwigzek
co prawda jest biodostepny po podaniu doustnym, jednakze wykazuje on niskg dostep-
nos¢ dla organizmu, poniewaz osiaga niskie wartosci ekspozycji pomimo podania duzych
dawek 7,8-DHF [183,240]. W opisanym w pracy badaniu farmakokinetycznym 7,8-DHF
zostal podany myszom BALB/c droga doustng oraz dozylng. 7,8-DHF nie zostat wykryty
w osoczu i mozgu myszy po podaniu 1 mg/kg i.v., co sugeruje bardzo szybki proces eli-
minacji zwigzku. Najprawdopodobniej proces ten zachodzi niezaleznie od metabolizmu
mikrosomow pierwszej fazy, 0 czym szerzej dyskutowano w pracy Pankiewicz i wsp.,
(2021) [241]. 7,8-DHF byt wykrywalny w osoczu po podaniu doustnym (50 mg/kg),
w ktorym osiggat stezenie 72,42 ng/mL. Stezenie 7,8-DHF w mozgu okreslono jako 10-
krotnie nizsze niz w osoczu (Cmax = 6,35 ng/g), jednakze nie u wszystkich osobnikow
wykryto zwigzek w mozgu. Zgodnie z danymi literaturowymi, O-metylowane metabolity

7,8-DHF moga by¢ czegsciowo odpowiedzialne za dziatanie farmakologiczne, poniewaz
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aktywuja one receptor TrkB (Liu i in., 2013). W moim badaniu metabolity 7,8-DHF: 7-
hydroksy-8-metoksyflawon oraz 8-hydroksy-7-metoksyflawon byty wykrywane w 0so-
czu osiggajac stezenie maksymalne 34,64 ng/mL po podaniu doustnym, jednakze nie wy-

kryto ich w mozgu.

Dalsze analizy farmakodynamiczne z zastosowaniem techniki Western blot wykazaty
brak wplywu 7,8-DHF na aktywacje TrkB (Tyr706) oraz fosforylacje biatek sygnatowych
PLCyl, Akt i ERK1/2 w probkach hipokampa i kory czotowej myszy, w czasie 30 min
I 2 godziny od podania zwigzku. Nalezy zaznaczy¢, ze w niniejszym badaniu st¢zenie
7,8-DHF w mézgach myszy BALB/c po podaniu doustnym byto nizsze niz warto$ci osig-
gane w innych badaniach i szczepach myszy [183,240]. Z tego powodu nie mozna jedno-
znacznie stwierdzi¢, czy brak obserwowanego efektu farmakodynamicznego jest spowo-
dowany niewystarczajacg aktywnoscig 7,8-DHF wobec TrkB, czy tez dlatego, ze stezenie
zwigzku macierzystego i metabolitow bylo niewystarczajace do pobudzenia receptora

TrkB i zwigzanych z nim $ciezek sygnalowych w mdézgu myszy.

Poniewaz, pod wpltywem 7,8-DHF, nie zaobserwowano aktywacji receptora TrkB
I Sciezek sygnatowych in vitro i ex vivo, dimeryzacji exTrkB ani efektow funkcjonalnych,
zdecydowano si¢ oceni¢ profil selektywnosci 7,8-DHF. Zlecone badania w ramach pa-
nelu BioPrint® wykazaty, ze 7,8-DHF jest w stanie wigzac si¢ z wieloma celami mole-
kularnymi, do ktorych naleza: receptory A1, Aza, Az, Az, BZD, MT3 i 5-HT2g oraz
biatka COX2, MMP-2, MMP-9, kinaza Lyn A i oksydaza ksantynowa. Interakcja z wigk-
szo$cig wymienionych tu celow molekularnych moze wpltywac na aktywnos¢ $ciezek sy-
gnatowych zangazowanych w choroby neuropsychiatryczne. W szczegdlnos$ci odzialy-
wanie z Aia, A2a, BZD lub COX-2 moze wyjasnia¢ opisane w literaturze pozytywne
efekty behawioralne powodowane przez 7,8-DHF [211,242-245]. Zwiazki chemiczne
modulujace szlak adenozynowy, w zaleznosci od podtypu receptora, moga przynosic¢ Ko-
rzystne efekty w terapii niektorych zaburzen OUN, w tym np. epilepsji, bolu i niedo-
krwieniu mézgu. Receptory Aia zmniejszajg transmisj¢ pobudzajacych neurotransmite-
roOw poprzez regulacje homeostazy potasu, co prowadzi do zahamowania wydzielania
glutaminianu w komorkach neuronalnych. Natomiast receptor Axa moduluje wrazliwosé
receptorow dopaminowych D2, gtownie w neuronach prazkowia, co wptywa na funkcje
psychomotoryczne [242]. Udowodniono klinicznie, Ze interakcja receptora GABAA wy-

wotuje dziatanie przeciwlgkowe 1 przeciwdepresyjne poprzez odwracanie deficytow w
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neurotransmisji monoamin w szlakach GABAergicznych [243]. Zahamowanie COX-2
przez celekoksyb, znany niesteroidowy lek przeciwzapalny, odwraca deficyty behawio-
ralne wywotane przewlekltym nieprzewidywalnym stresem u szczuréw. Ponadto inhibicja
COX-2 z udziatem celekoksybu wykazata skuteczno$¢ w badaniach klinicznych z udzia-
tem pacjentow z depresja, co korelowato z dziataniem przeciwzapalnym [244,246,247].
Niska selektywnos¢ 7,8-DHF wskazuje, ze aktywno$¢ farmakologiczna obserwowana
w licznych badaniach in vivo moze wynika¢ z wielocelowego mechanizmu dziatania tej
czasteczki. Tak wiec, w $wietle powyzszych odkry¢, interpretacja dotychczasowych wy-
nikéw badan powinna by¢ mozliwie jak najbardziej ostrozna i wymaga szerszego kon-
tekstu, poniewaz efekt farmakologiczny 7,8-DHF moze zaleze¢ od interakcji z co naj-

mniej kilkoma celami molekularnymi.

Podsumowujac przytoczone w rozprawie wyniki badan, nalezatoby si¢ zastanowié,
czy ortosteryczne miejsce wigzania receptora TrkB stanowi wlasciwy z punktu widzenia
chemii medycznej farmakofor do poszukiwania potencjalnych lekéw. Podj¢te proby iden-
tyfikacji aktywnych agonistoéw TrkB, zaréwno z puli biblioteki zwigzkow jak i opisanych
w literaturze molekut nie przyniosty oczekiwanych rezultatow. W toku prowadzonych
badan wielokrotnie wskazano na ograniczenia zwigzkéw matoczasteczkowych jako se-
lektywnych agonistow TrkB, zarowno na poziomie interakcji z receptorem jak 1 efektow
funkcjonalnych. Nalezy si¢ zgodzi¢, ze aktywno$¢ 7,8-DHF zostala wykazana w wielu
badaniach przedklinicznych. Jednak do tej pory nie zgloszono zadnych badan klinicznych
oceniajgcych aktywnos¢ farmakologiczng 7,8-DHF u ludzi (na podstawie www.clini-
caltrials.gov, stan na maj 2022 r). Pomimo kompleksowych analiz przeprowadzonych
W tej pracy, nadal trudno jest jednoznacznie zidentyfikowa¢ mechanizmy, dzigki ktorym
7,8-DHF osiaga efekty biologiczne. Jak pokazujg wyniki, aktywnosc¢ in vivo 7,8-DHF nie
jest spowodowana bezposrednig aktywacja TrkB, ale mozna ja przypisa¢ innym celom
molekularnym, potencjalnie aktywowanym przez czasteczke lub takze przez jej metabo-
lity. W zwiazku z powyzszym, zarowno 7,8-DHF jak i pozostale zwigzki chemiczne,
w przysztych badaniach naukowych, powinny by¢ ostroznie traktowane i stosowane jako

zwigzki referencyjne w konteksScie agonistow TrkB oraz nasladujace funkcje BDNF.

Opracowana na potrzeby realizacji pracy doktorskiej platforma badawcza umozliwia
selekcje oraz charakterystyke zwigzkow matoczasteczkowych jako agonistow TrkB, po-

zwalajac na ich dalszy rozwoj przedkliniczny. Niemniej jednak, warto zwrdci¢ uwage, ze
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wykorzystane w niniejszej pracy metody badawcze rowniez maja pewne ograniczenia.
Co prawda zastosowanie metody MST pozwolilo na wstepng selekcje zwigzkow i1 usze-
regowanie ich pod wzgledem wartosci Kq, jednakze na tym etapie nie byto mozliwe spre-
cyzowanie czy oddzialywanie zachodzi w odpowiednim miejscu w receptorze exTrkB,
co rzutowato na uzyskanie sporej populacji wynikéw fatszywie dodatnich. Z kolei wyko-
rzystany w badaniach in vitro model komoérkowy mysiej hybrydomy komorek neuronal-
nych przegrody i neuroblastomy (SN56) oraz zroznicowanej linii komorkowej SH-SY5Y
stanowi ,,sztuczny” model, w ktorych biatko TrkB ulega nadprodukcji. Zastosowane mo-
dele pozwolity na charakterystyke zwigzkéw pod wzgledem ich aktywnos$ci ortosterycz-
nej badz jako allosterycznych modulatoréw TrkB. Ponadto, okreslono efekty funkcjo-
nalne zwiagzkow i porownano je z wlasciwosciami BDNF. Niemniej jednak, nalezy za-
znaczy¢, ze zastosowane modele nie odzwierciedlaja w petni warunkow fizjologicznych,
czy chociazby tych, ktore zachodza w pierwotnych hodowlach neuronalnych, u ktérych
TrkB ulega naturalnej ekspresji- a to - mogto wplynac na otrzymane wyniki. Idac dale;j,
okreslenie wiasciwosci farmakologicznych na zwierzetach 7,8-DHF zostato przeprowa-
dzone tylko na jednym gatunku oraz szczepie- myszach BALB/c. W zwiazku z czym,
wlasciwos$ci farmakokinetyczne/farmakodynamiczne mogly zosta¢ nieprawidtowo osza-

cowane z uwagi na zmienno$¢ miedzygatunkows.

Zaprezentowane wyniki wiasnych badan oraz dane literaturowe potwierdzaja istnie-
jaca opinig, ze receptor TrkB nie jest ,,fatwym” celem do opracowywania matoczastecz-
kowych agonistow. Stworzenie biodostgpnego zwigzku, ktory bytby ortosterycznym ago-
nista TrkB i jednocze$nie nasladowat efekty BDNF wydaje si¢ by¢ sporym wyzwaniem,
chociazby z uwagi na rdznice pomi¢dzy masg molekularng tych czasteczek. Zgodnie z re-
gula Lipinskiego, zwigzek charakteryzuje si¢ zadowalajaca biodostgpnoscia systemowg
m.in. wtedy, gdy jego masa czasteczkowa nie przekracza 500 Da [163]. Funkcjonalna,
dimeryczna forma BDNF osigga mas¢ 28 kDa. Wida¢ zatem jak spore sg dysproporcje
pomiegdzy agonista biatkowym a matoczasteczkowym, co moze by¢ jedng z przyczyn nie-
powodzen przy opracowywaniu aktywnych maloczasteczkowych agonistow TrkB.
W oparciu 0 najnowsze odkrycia, allosteryczna modulacja TrkB oferuje nowe mozliwo-
$ci rozwoju potencjalnych lekow [224]. Przyszte badania i proby projektowania nowych
zwigzkéw chemicznych oddziatujacych z TrkB powinny wykorzystaé postulowane miej-

sce wigzania niektorych antydepresantow do skrzyzowanej domeny transbtonowej TrkB
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[224]. Wspomniana kieszen wigzgca stanowi obecnie proponowany farmakofor dla cza-
steczek celujacych w szlak BDNF-TrkB. Warto podkresli¢, ze zastosowana w niniejszej
pracy metodologia badawcza opracowana w ramach tzw. platformy badan przesiewo-
wych moze zosta¢ z powodzeniem wykorzystana do charakterystyki zwigzkow w Kkolej-

nych kampaniach zwigzanych z rozwojem kandydatéw na lek.
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6. WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wyciagnaé nastgpujace wnioski:

Vi.

Vii.

viii.

Opracowano platforme¢ do badan przesiewowych i charakterystyki funkcjonalne;j
czasteczek oddziatujgcych z TrkB i potwierdzono jej funkcjonalno$¢ poprzez za-
stosowanie BDNF. Platform¢ mozna wykorzysta¢ w przysztych projektach ba-
dawczych i1 poszukiwaniach zwigzkéw aktywujacych TrkB.

Znaczgca wiekszo$¢ zwigzkow matoczasteczkowych opisanych w literaturze jako
agonisci receptora TrkB nie wykazuje wilasciwosci ortosterycznych ligandow
TrkB (brak interakcji z receptorem oraz funkcjonalnej aktywnosci in vitro).
Sposrod biblioteki 987 zwigzkéw chemicznych, na drodze badan przesiewowych
nie zidentyfikowano innowacyjnej czasteczki, ktora jednocze$nie wigzataby si¢
z TrkB i powodowata jego aktywacje in vitro.

Zwiazki matoczasteczkowe: DMAQ-B1, LM22A-4, LM22B-10, HIOC, 7,8-dihy-
droksyflawon, NSI-189, OSSK-495385, NAS, 7,8,3’-THF, 4’-DMA-7,8-DHF,
GSB-106, izokumaryna CPL503052, CPL503071, CPL503113 nie petnig funkcji
allosterycznych modulatorow receptora TrkB w modelu linii komérkowej SN56
T48.

Zwiazki DMAQ-B1, CPL503071 oraz CPL503113 jako jedyne aktywuja receptor
TrkB in vitro, rownoczes$nie wykazujac niespecyficzny mechanizm aktywacji
$ciezek sygnatowych PLCyl, Akt, ERK1/2, co nie przektada si¢ na wlasciwosci
cytoprotekcyjne zwigzkow.

7,8-DHF nie wykazuje aktywnosci agonisty TrkB w modelach in vitro SN56T48
oraz zréznicowanej SH-SY5Y.

Brak obserwowanej aktywnos$ci TrkB 1 $ciezek sygnalowych w strukturach mo-
zgu myszy po podaniu 7,8 DHF moze by¢ zwiazane z niekorzystnym profilem
farmakokinetycznym tej czasteczki u myszy u myszy.

7,8-DHF wykazuje niska selektywnos$¢ i oddziatuje z co najmniej dwunastoma

celami molekularnymi.
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Tabela Z1. Struktury chemiczne zwigzkow maloczasteczkowych.
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2,5-dihydroksy-3-[7-
(3-methylobut-2-en-
1-yl)-1H-indol-3-
ylJcycloheksa-2,5-
diene-1,4-dion

7-hydroksy-8-me-
toksyflawon
(7TH8M-flawon)

o}
7-metoksy-8-hy-
droksyflawon
(7M8H-flawon)
0 o}
CH3 OH
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Tabela Z2. Wyznaczone wartosci stalej dysocjacji (Kq) z uzyciem mikroskalowej termofo-
rezy kapilarnej. Warto$¢ 0 oznacza brak oddziatywania.

Zwiazek Kd [uM] Zwiazek Kd [nM] Zwiazek Kd [nM]
15770915 658 15771895 58 503-049-01 0
15770764 540 503-143-06 55 15770749 0
15770789 530 503-073-01 54,7 503-110-02 0
15772279 487 15772074 54 503-054-02 0
15772161 454 503-071-08 (MIX) 49,7 503-039-01 0
15770738 450 15771938 45 503-146-07 0
15772084 437 503-113-01 44,2 503-044-11 0
15770816 409 15772026 40 15772288 0
15770643 408 15772201 28,7 15770641 0
15772332 384 503-071-08 25 503-013-01 0
15770782 336 15772135 21,8 503-048-01 0
503-125-03 305 15772089 19,7 15770807 0
15772096 278 15772141 15,7 LM22-A4 0
15770817 268 15770805 12,6 503-119-01 0
15770808 254 15772080 10,4 503-070-01 0
15772002 226 DMAQ-B1 5,6 HIOC 0
15770916 207 15772115 54 15770832 0
15770892 194 15772254 5,3 15770835 0
15770722 189 15772271 4,81 15770806 0
15770644 164 503-104-02 4,235 NSI-189 0
15772674 149 503-112-01 3,8 503-125-04 0
503-144-01 148 503-052-03 2,6 15772780 0
15771979 137 OSK495385 2,32 15770845 0
503-132-07-04 137 503-072-06 1,6 GSB-106 0
15770706 136 7,8-DHF 1,3 503-133-01 0
15770919 128 15772293 0,512 503-091-01 0
15772181 128 15772236 0,054 503-023-02 0
15770778 119 7,8,3’-THF 0 15772131 0
15772812 109 503-109-01 0 15770879 0
503-021-01 97 503-025-02 0 4’-N,N-dimetylo-7,8-DHF 0
503-126-03 95 503-012-05 0 503-088-01 0
15772123 94 503-034-02 0 15770867 0
15772132 94 503-124-01 0 503-015-03 0
15772248 94 503-144-01 0 15770639 0
LM22-B10 83 15772188 0 503-016-04 0
15772068 78,9 503-089-01 0 Isocumarin 0
15772138 72,1 503-140-01 0 15770827 0
15770812 60 NAS 0
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Tabela Z3. Szczegolowe wyniki selektywnosci 7,8-DHF wzgledem réznych celow moleku-
larnych. 7,8- DHF w st¢zeniu 10 uM zostal przebadany w panelu BioPrint® (badanie ze-
wnetrzne, Eurofins). Eksperyment obejmowat badanie wiagzania 7,8-DHF z biatkami nalezagcymi
do réznych rodzin w tym: receptory sprzezone z biatkami G, transportery, kanaty jonowe, recep-
tory jadrowe, kinazy oraz enzymy niebedace kinazami. W tabeli zawarto szczegotowe wyniki dla
kazdego z analizowanych celow molekularnych. Wyniki prezentuja % inhibicji wigzania specy-

ficznego dla kontroli.

% Inhibicji wia-
kontroli
u (MOP) Agonista Receptor -2 [*HIDAMGO
5-HT transporter Antagonista Transporter -4 [*H]imipramine
5-HT1A Agonista Receptor -26 [’H]8-OH-DPAT
5-HT1B Antagonista Receptor 3 [3H]GR125743
5-HT1D Agonista Receptor -8 [®H]serotonin
5-HT2A Agonista Receptor -4 [*%1](x)DOI
5-HT2B Agonista Receptor 50 [*#1](+)DOI
5-HT2C Agonista Receptor -4 [*%51](x)DOI
5-HT3 Antagonista Kanat jonowy -2 [*H]BRL 43694
5-HT4e Antagonista Receptor -11 [*H]GR 113808
5-HT6 Agonista Receptor -3 [BHILSD
5-HT7 Agonista Receptor 4 [BHILSD
Al Agonista Receptor 99 [H]CCPA
A2A Agonista Receptor 75 3H]CGS
A2B Antagonista Receptor 78 [BH]CPX
A3 Agonista Receptor 68 [**1]JAB-MECA
Abl kinaza Inhibicja Kinaza 25 ATP;:;:%T'TK
ACE Inhibicja Enzy‘ﬁi;‘;ezz@dqcy 5 AbZ'FPngﬁD”p)'
ACE-2 Inhibicja Enzy‘ﬁi;‘;ezz@dqcy 8 Amigﬁs./iﬂa-
Lys(DNP)-OH
Acetylocholinoes- Inhibicja Enzym niebedacy 5 Acetylthiocholine
teraza kinaza
AMPA Agonista Kanat jonowy 7 *H]JAMPA
APJ (apelina) Agonista Receptor 4 [iﬁ?r]y(g_lfszl |lr\1” i:
AR Agonista Receptor 0 [3H]melt(:1r2/eltrieno-
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AT1

Antagonista

Receptor

24

[*51][Sar?, 11e]-

AT-II
125
AT2 Agonista Receptor 6 [ 42I1]1Cz(iP
ATPaza (Na*/K*) Inhibicja Enzym.meb?dqcy -2 ouabain
kinaza
B2 Agonista Receptor -6 [®H]bradykinin
E ebed Mca-S-E-V-N-L-
BACE-1 Inhibicja nZyrl‘:iE‘ez edacy 15 D-A-E-F-R-
azd K(Dnp)-R-R-NH,
BB3 Agonista Receptor 11 [*%51]1Bn(6-14)
BzD Agonistaa Kanat jonowy 71 [*H]flunitrazepam
Antagonista
Kanat Ca2* (miejsce dla wera- Kanat jonowy 2 [®H]nitrendipine
pamilu)
Kanat Ca2 Antagonista Kanat jonowy -4 [*H]diltiazem
Kanat Ca2 Antagonista Kanat jonowy -6 [®H]D888
125 :
Antagonista (dil- . [*T]oconotoxin
Kanat Ca2 tiazem site) Kanat jonowy -15 GVIA
CaMK2a Inhibicja Kinaza -20 AIP
. benzyloxycar-
Kaspaza-3 Inhibicja Enzylﬁig;zquqcy 1 bonyl-Asp-Glu-
4 Val-Asp-AFC
CcB1 Agonista Receptor 1 [®H]CP 55940
CB2 Agonista Receptor -3 [H]WIN 55212-2
CCK1 Agonista Receptor 21 [*%1]CCK-8s
CCK2 (CCKB) Agonista Receptor 15 [**1]CCK-8s
CCR2 Agonista Receptor 4 [*®1]MCP-1
ATP+Ulight-
CDK2 Inhibicja Kinaza 0 CFFKNIVTPRTP
PPSQGK-amide
Transporter cho- . [®H]hemicholi-
liny (CHT1) Antagonista Transporter 5 nium-3
Kanat CI Antagonista Kanat jonowy -7 [*°*S]TBPS
Arachidonic acid
I Enzym niebedacy (3uM)+ADHP
coxl Inhibicja kinaza 49 (25uM)/Diclo-
fenac
Enzvm niebedac Arachidonic acid
cox2 Inhibicja ykinaz edacy 82 (3 uUM)+ADHP
4 (25 uM) /NS398
CRF1 Agonista Receptor 5 [*%1]sauvagine
CysLT1 (LTD4) Agonista Receptor -10 [BHILTD,4
D1 Antagonista Receptor -4 [®H]SCH 23390
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D2S Agonista Receptor -15 [*H]7-OH-DPAT
3 e
D3 Antagonista Receptor 2 [ H]mt?g:);lsplpe
Transp:}z’:]e; dopa- Antagonista Transporter 4 [*H]BTCP
3(DOP) Agonista Receptor -5 [*H]DADLE
EP2 Agonista Receptor 2 [*H]PGE2
ATP+Ulight-
CFFKNIVTPRTP
ERK2 Inhibicja Kinaza -23 PP
SQGK-amide/
staurosporine
Estrogen Era Agonista Receptor 7 [®H]Estradiol
ETA Agonista Receptor -10 [*#I]endothelin-1
ETB Agonista Receptor -26 [**1]endothelin-1
) L . ATP+Ulight-TK
FLT-1 Kinaza Inhibicja Kinaza 17 peptide (100 nM)
FP Agonista Receptor 6 H]PGF2,
ATP+biotinyl-
BABABAYQAE-
Fyn Kinaza Inhibicja Kinaza 21 ENTY-
DEYEN/PP1
[EH]GABA (+10
GABA transpor- . ) puM isoguvacine)
ter Antagonista Transporter 2 (+10 uM baclo-
fen)
GABAAL (b (al, Agonista Receptor 12 [*H]muscimol
B2.v2)
GABAB(1b) Antagonista Receptor -5 [*H]CGP 54626
Glukagon Agonista Receptor 3 [**1]glucagon
. . [*HIMDL
Glycyna Antagonista Kanat jonowy -1 105,519
3 -
GR Agonista Receptor -1 [*H]dexametha
sone
] GTP (10 pM)
Cyk'iza guany= | Efekt aktywatora 2 (100 M SNP for
owa
control)
H1 Antagonista Receptor -5 [®H]pyrilamine
H2 Antagonista Receptor -37 [*5I11APT
3 o_ H _
H3 Agonista Receptor -6 [PHIN Mehlsta
mine
H4 Agonista Receptor -4 [*H]histamine
Proteaza HIV-1 Inhibicja Enzym.mequqcy 1 antranilyl-HIV
kinaza
Indukowalna I Enzym niebedacy Carein
NOS Inhibicja kinaza 3 L-arginine
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IP (PGI2) Agonista Receptor 17 [®H]iloprost
ATP+Ulight-Poly
I . GAT[EAY(1:1:1)
IRK Inhibicja Kinaza 12 Tn (50 M)/ stau-
rosporine
Kwas kainowy Agonista Kanat jonowy 26 [*H]kainic acid
Kappa Agonista Receptor 3 [3H]U69593
LXRp Agonista Receptor 49 [3H]T0901317
ATP+biotinyl-
. L . BABAP AKVEKI-
Lyn A Kinaza Inhibicja Kinaza 53 GEGTYGVV
Y K/staurosporine
M1 Antagonista Receptor -4 [®H]pirenzepine
M2 Antagonista Receptor -2 [H]AF-DX 384
M3 Antagonista Receptor -7 [’H]4-DAMP
M4 Antagonista Receptor -5 [*H]4-DAMP
MAO-A Antagonista Enzym nicbedacy 35 [*H]Ro 41-1049
kinaza
MC1 Agonista Receptor -5 [*IINDP-0-MSH
MC3 Agonista Receptor -5 [*°IINDP-0-MSH
MC4 Agonista Receptor -5 [*®°IINDP-0-MSH
. [*351][Phet®, Tyr®]
MCH1 Agonista Receptor -12 _MCH
DNP-Pro-Cha-
i o Enzym niebedacy Gly-Cys(Me)-
MMP-1 Inhibicja Kinaza 10 His-AlaLys(n-
Me-Abz)-NH,
MMP-2 Inhibicja Enzym niebedacy 56 NFF-2
kinaza
MMP-9 Inhibicja Enzym nicbedacy 72 NFF-2
kinaza
Motylina Agonista Receptor -2 [*%1]motilin
125 _i _
MT1 (ML1A) Agonista Receptor 20 [ I]Zt(l)on?r? mela
. 125112-i la-
MT3 (ML2) Agonista Receptor 86 1 t|o<_jome a
onin
Migsniowy recep- 125174 -
tor typu nikotyno- Antagonista Receptor -20 [ ](:O?(lijg garo
wego
Neuronalny re- . 3 .
ceptor a4f2 Agonista Receptor 5 [*H]cytisine
3
Kanat Na* Antagonista Kanat jonowy -11 [*H] b?(tirr?ChOtO
. [*°1]-Substance P
NK1 Agonista Receptor 11 LYS3
NK2 Agonista Receptor -2 [*BIINKA
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NMDA Antagonista Kanat jonowy 11 [PH]CGP 39653
NOP (ORL1) Agonista Receptor 11 [®H]nociceptin
Trans_porter nore- Antagonista Transporter -1 [®H]nisoxetine
pinefryny
ATP + Ulight-
. I . CFFKNIVTPRTP
p38a Kinaza Inhibicja Kinaza -50 PP SQGK-amide/
SB202190
PAF Agonista Receptor -20 [*H]C1s-PAF
PCP Antagonista Kanat jonowy -3 [BH]TCP
I Enzym niebedacy [PH]JcAMP+
PDE2A1 Inhibicja kinaza 5 CAMP
I Enzym niebedacy [FH]JcAMP+
PDE3B Inhibicja kinaza 11 CAMP
I Enzym niebedacy [PH]JcAMP+
PDE4D2 Inhibicja kinaza 38 CAMP
I Enzym niebedacy [PH]JcAMP+
PDE5 Inhibicja kinaza 48 CAMP
I Enzym niebedacy [PH]JcAMP+
PDE6 Inhibicja kinaza 30 CAMP
PPARYy Agonista Receptor 21 [®H]rosiglitazone
. 9-cis-Retinoic
RARa Agonista Receptor -16 Acid [11,12-3H]
sigma Agonista Receptor 3 [FHIDTG
Kanat SKCa Antagonista Kanat jonowy 4 [*%1]apamin
. [**1]Tyr11soma-
sstl Agonista Receptor 2 tostatin-1 4
. ) [**1]Tyr11soma-
sst4 Agonista Receptor 23 tostatin-1 4
TNF-a Agonista Receptor 2 251 TNF-a
uT Agonista Receptor -9 [*%51]urotensin-11
Via Agonista Receptor -11 [EH]AVP
V2 Agonista Receptor -2 [EH]AVP
VPAC1 Agonista Receptor -13 [*1]vIP
Oksydaza ksanty- Inhibicja Enzym.nlequqcy 92 hypoxanthine
nowa kinaza
Y1 Agonista Receptor 8 [*1]peptide YY
ATP+biotinyl-
. I . BABAB
ZAP70 Kinaza Inhibicja Kinaza 4 ADEEEYEIPP/sta
urosporine
alA Antagonista Receptor 2 [®H]prazosin
alB Antagonista Receptor -3 [®H]prazosin
a2A Antagonista Receptor -5 [®H]RX 821002
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a2B Antagonista Receptor -2 [®H]RX 821002

a2C Antagonista Receptor 1 [®H]RX 821002
p1 Agonista Receptor -5 [3H1]§'1)7C7GP
B2 Antagonista Receptor -5 [3H1]§'1)7C7GP
B3 Antagonista Receptor -25 (1] ((j:g/lzr;opin-
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OPINIA KOMISJI BIOETYCZNEJ

UCHWALA NR 10/2019
z dnia 26.02.2019 r.
Lokalnej Komisji Etycznej do spraw doéwiadczen na zwierzetach w Olsztynie
§1

Na podstawie art. 48 ust. 1 pkt. 1 / art. 48 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 15 stycznia 2015r. o ochronie
zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. poz. 266), zwanej dalej
»ustawa” po rozpatrzeniu wniosku pt.: ,Badania farmakokinetyki innowacyjnych agonistow TrkB w
rozwoju terapii choréb uktadu nerwowego ” z dnia 19.02.2018 r., ztozonego przez Uniwersytet
Medyczny w Biatymstoku Centrum Medycyny Doswiadczalnej (0099), adres Marii Sktodowskiej-
Curie 24A, 15-276 Biatystok,? zaplanowanego przez Joanna Hucz-Kalitowska®, przy udziale* (nie
dotyczy) Lokalna Komisja Etyczna:

WYRAZA ZGODES

Na przeprowadzenie doswiadczeri na zwierzetach w zakresie wniosku 06/2019.

§2
W wyniku rozpatrzenia wniosku o ktérym mowa w §, Lokalna Komisja Etyczna ustalita, ze:

1. Whniosek nalezy przypisa¢ do kategorii: B, badania translacyjne lub stosowane, rodzaj:
zaburzenia uktadu nerwowego i zaburzenia psychiczne u cztowieka

2. Najwyzszy stopien dotkliwogci proponowanych procedur to: fagodna.

3. Doswiadczenia beda przeprowadzane na gatunkach lub grupach gatunkéw®: 600 sztuk, mysz
domowa (Mus musculus): szczep wsobny BALB/cmdb, samce, wiek 8-10 tygodni.

4. Doswiadczenia beda przeprowadzane przez: Matgorzata Mackiewicz, Katarzyna Podtaszczyk,

Agnieszka Popielska, Aneta Czeladko, Anna Maraszkiewicz, Julia Szewczyk, Elzbieta Emilia

tapiriska, Ewelina Biatous, Justyna Jeneralczuk, Iwona Ptaszyriska.

Doswiadczenie bedzie przeprowadzane w terminie’ od 01.05.2019 do 31.12.2022.

Doswiadczenie bedzie przeprowadzone w oérodku®: nie dotyczy

Doswiadczenie bedzie przeprowadzone poza osrodkiem w: nie dotyczy

Uzyte do procedur zwierzeta dzikie zostang odtowione przez........... , W sposéb: nie dotyczy

0 N o w»

! Niewtasciwy zapis usungé

% imig i nazwisko oraz adres i miejsce zamieszkania albo nazwe oraz adres i siedzibe uzytkownika, ktéry
przeprowadzi to do$wiadczenie, z tym ze w przypadku gdy uzytkownikiem jest osoba fizyczna wykonujgca
dziatalno$¢ gospodarcza, zamiast adresu i miejsca zamieszkania tej osoby — adres i miejsce wykonywania
dziatalnosci, jezeli s3 inne niz adres i miejsce zamieszkania tej osoby;

* imig i nazwisko osoby, ktéra zaplanowata i jest odpowiedzialna za przeprowadzenie do$wiadczenia

4 Wypetni¢ w przypadku dopuszczenia do postepowania organizacji spotecznej.

® Niewlasciwy zapis usunaé

¢ Podac liczbe, szczep/stado, wiek/stadium rozwoju

7 Nie dtuzej niz 5 lat
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9. Doéwiadczenie nie zostanie® poddane ocenie retrospektywnej w terminie do ... miesigcy od
dnia przekazania przez uzytkownika dokumentacji, majacej stanowic¢ podstawg dokonania
oceny retrospektywnej. Uzytkownik jest zobowiazany do przekazania ww. dokumentacji
niezwtocznie, tj. w terminie, o ktérym mowa w art. 52 ust. 2 ustawy.

§3

Uzasadnienie: Po dokonaniu oceny wniosku zgodnie z art. 47 ust. 1 i 2 ustawy z dnia 15 stycznia
2015 r. 0 ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. poz.
266) Lokalna Komisja Etyczna w Olsztynie stwierdza, ze projekt nie budzi zastrzezer pod
wzgledem celowosci jego wykonania, liczby uzytych zwierzat oraz zasadnosci i klasyfikacji
procedur objetych wnioskiem i wyraza zgode na przeprowadzenie doswiadczenia. Osoba
odpowiedzialng za przeprowadzenie badar zgodnie z procedurami opisanymi we whniosku jest
Joanna Hucz-Kalitowska.

§4

Integralng czg$¢ niniejszej uchwaty stanowi kopia wniosku, o ktérym mowa w §1.

(Piecze¢ lokalnej komisji etycznej) Podpis przewodniczacego komisji

Pouczenie:

Zgodnie z art. 33 ust. 3 i art. 40 ustawy w zw. z art. 127 § 12 oraz 129 § 2 ustaWy z dnig z dnia 14 czerwca
1960 r. Kodeks postepowania administracyjnego (Dz. U. 2017, poz. 1257 —t.j.; dalej KPA) od uchwaty
Lokalnej Komisji Etycznej strona moze whieéé, za jej posrednictwem, odwotanie do Krajowej Komisji Etycznej
do Spraw Doswiadczeri na Zwierzgtach w terminie 14 od dnia doreczenia uchwaty.

Na podstawie art. 127a KPA w trakcie biegu terminu do wniesienia odwotania strona moze zrzec sig prawa
do jego wniesienia, co nalezy uczyni¢ wobec Lokalnej Komisji Etycznej, kt6éra wydata uchwate. Z dniem
doreczenia Lokalnej Komisji Etycznej oéwiadczenia o zrzeczeniu sie prawa do wniesienia odwotania przez
ostatnia ze stron postepowania, decyzja staje sig ostateczna i prawomocna.

Otrzymuje:

1) Uzytkownik,
2) Organizacja spoteczna dopuszczona do udziatu w postepowaniu (jesli dotyczy)
3) a/a

Uzytkownik kopie przekazuje:

e Osoba planujaca doéwiadczenie; Zespét ds. dobrostanu.

9 Niewtasciwy zapis usunac
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