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Pochodna benzotiofenopiperazyny i jej zastosowanie

Wynalazek dotyczy nowej pochodnej benzotiofenopiperazyny o nazwie [3-(4-
benzo[b]tiofen-4-ylo-piperazin-1-ylo)-propylo]izochinolino-4-sulfonamid i wzorze (I) oraz
jej farmaceutycznie akceptowalnych soli. Przedstawiony w ujawnieniu zwiazek, jako
modulator dopaminy 1 serotoniny, w szczegdlny sposdéb moze by¢ uzyteczne, jako $rodek
terapeutyczny w leczeniu choréb osrodkowego ukladu nerwowego, wlaczajac depresje,
mani¢, zaburzenia nastroju, schizofrenie, zaburzenia Ilekowe, zaburzenia zwigzane
z przyjmowaniem pokarmu, ADHD. Ponadto, ujawniony zwiazek ma szerokie spektrum
zastosowan jako S$rodek terapeutyczny w chorobie Alzheimera, chorobie Parkinsona,
chorobie Huntingtona, zespole Tourreta, napadach padaczkowych, lekozaleznosci, otylosci,
nie wykazujac dziatan niepozadanych (sedacji) i wysokim bezpieczenstwie.

Doniesienia literaturowe wskazujac na wyzszo$¢ substancji o wieloreceptorowym
mechanizmie dziatania, w poréwnaniu do substancji dziatajacych selektywnie, daly poczatek
nowemu podejsciu w poszukiwaniu bardziej skutecznych lekéw psychotoropowych —
przeciwdepresyjnych, przeciwpsychotycznych, o korzystniejszym profilu bezpieczenstwa.
Potwierdzeniem tego podejscia sa ponadto wyniki klinicznej oceny skutecznosci lekéw
przeciwpsychotycznych, w ktérej szeroki profil aktywnos$ci receptorowej polaczono ze
skutecznoscia atypowych lekow przeciwpsychotycznych (Leucht 1 wspdt. 2009, Leucht
1 wspot. 2013).

Jednym z nowych kierunkéw poszukiwania lekow psychotropowych, réwnoczesnie
poprawiajacych funkcje poznawcze, sa substancje wykazujace cechy agonistéw/czesciowych
agonistow receptorow dopaminowych D, antagonistéw receptoréw 5-HT,4 oraz
agonistow/czesciowych agonistéw receptoréw 5-HT;4 (Newman-Tancredi i wspot. 2011).
Receptory 5-HT 4 odgrywaja kluczowa role w regulacji funkcji psychoemocjonalnych,
poznawczych 1 motorycznych osrodkowego uktadu nerwowego. Wryniki  badan
przedklinicznych wskazujg, ze aktywacja receptoréw 5-HTa odpowiedzialna jest za wyzsza
skuteczno$¢ niektorych antypsychotykow w kontroli objawow negatywnych 1 poprawie
funkcji poznawczych oraz zwigzana jest ze zmniejszeniem ryzyka rozwoju efektow
niepozadanych ze strony ukladu pozapiramidowego. Aktywacja receptoréw serotoninowych
5-HT1a jest rowniez korzystna dla dzialania przeciwdepresyjnego, a zwiazki
o wieloreceptorowym mechanizmie dziatania 1 cechach czgsciowych agonistow receptorow
5-HT,a — wilazodon, wortioksetyna, stanowig nowsg klase lekow przeciwdepresyjnych.
Wyniki badan wskazuja ponadto, ze leki przeciwdepresyjne oraz przeciwpsychotyczne

o dziataniu pro-kognitywnym czesto wykazuja cechy antagonistow receptora S5-HTg
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(Nikiforuk 2014, Goff 1 wspot. 2011), a leki przeciwpsychotyczne tagodzace objawy
negatywne wykazuja cechy antagonistow wzgledem receptora 5S-HT-. Ponadto udowodniono,
ze efekt przeciwdepresyjny Arypiprazolu oraz Amisulpridu, jest wynikiem kompetycyjnego
blokowania receptorow 5-HT;. Wartym podkreslenia jest réwniez fakt, ze blokada
receptoréw 5-HT, prowadzi do opodznienia pojawienia sie¢ fazy snu REM oraz skrocenia
czasu trwania 1 liczby wystepujacych w czasie snu epizodéw REM, tj. zmian przeciwnych do
tych jakie obserwowane sg u pacjentow z depresja. Ponadto, substancje charakteryzujace si¢
cechami antagonistow wzgledem receptora dopaminowego D; moga korzystnie wptywac na
poprawe funkcji poznawczych oraz zmniejsza¢ objawy wynikajace z hyperaktywacji uktadu
pozapiramidowego (Sokoloff 1 wspot. 2006).

W kontekscie szerokiej aktywnosci psychotoropowe] — przeciwdepresyjnej oraz
przeciwlekowej, korzystnym wydaje si¢ aby substancje wykazywaly powinowactwo do
receptoréw adrenergicznych alfa-2c oraz transporterow neuroprzekaznikdéw, np. transportera
serotoniny. Blokada receptoréw alfa-2¢, przyspieszajac efekt dziatania lekow
przeciwdepresyjnych, moze by¢ alternatywa w poszukiwaniach szybciej dziatajacych lekow
przeciwdepresyjnych; a wplywajac na uwolnienie acetylocholiny w korze przedczotowe;j
moze poprawia¢ funkcje poznawcze (Brosda 1 wspot. 2014). Moze to wprowadzaé przewage
nad aktualnie stosowanymi lekami przeciwpsychotycznymi i przeciwdepresyjnymi.

W patencie US8071600B2 ujawniono zwiazki przedstawione strukturg ogdlng (II).
W strukturze tego typu polaczen aromatyczny lub heteroaromatyczny fragment R;, potaczono

za pomoca tacznika alkiloeterowego z fragmentem benzotiofenopiperazyny.
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Zwiazki te wykazujac cechy czesciowych agonistow receptoréw dopaminowych D, i/lub
antagonistow receptorow serotoninowych 5-HT,s i/lub antagonistéw receptorow
adrenergicznych alfa-1 i/lub inhibitoréw wychwytu serotoniny (lub inhibitorow wychwytu
zwrotnego serotoniny), moga by¢ skuteczne w terapii zaburzen o$rodkowego uktadu
nerwowego.

W zgloszeniu WO 2012/035123A1 ujawniono seri¢ arylosulfonamidowych pochodnych
o wzorze ogolnym (III), ktora charakteryzowata si¢ wysokim powinowactwem do receptoréw
dopaminowych (D,, D3), serotoninowych (5-HT 14, 5-HT3a, 5-HTs, 5-HT5), adrenergicznych

(alfaa, alfayc), sigma, transportera serotoniny.
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W wigkszosci zwiazki te wykazywaly cechy antagonistéw powyzszych receptorow, czesé
z nich cechy pelnych lub czesciowych agonistéw receptoréw dopaminowych D; i/lub D; oraz
czesciowych lub pelnych agonistéw receptorow S-HT 4. Zwiazki o takim profilu moga by¢
skuteczne ~ w  leczeniu  psychoz,  réwnoczesnie  wykazujac  cechy  lekow
przeciwdepresyjnych/przeciwlekowych.

W przedstawionym wynalazku, w obrebie fragmentu D nie ujawniono o$miocztonowych
uktadow heterocyklicznych zawierajacych jeden atom azotu; ponadto we fragmencie A nie
ujawniono potaczen zawierajacych podstawnik 4-benzotiofenylowy.

Publikacja Zajdel i wspol Bioorg. Med. Chem. 2012, 20, 1545, ujawnia strukture

przedstawiong wzorem (IV),
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ktora charakteryzuje sie wieloreceptorowym mechanizmem dziatania (powinowactwo do
receptorow 5-HT,a/5-HT7 1 D,/Ds/Dy) 1 cechami antagonisty receptoréw serotoninowych
5-HT»a 1 5-HT; oraz dopaminowych D,. Zwiazek ten znosi hiperaktywnos¢ lokomotoryczna
wywotany podaniem MK-801 u myszy w dawce MED= 10 mg/kg (efekt
przeciwpsychotyczny) oraz wydtuza czas ptywania w tescie wymuszonego plywania u myszy
w dawce MED = 30 mg/kg (efekt przeciwdepresyjny).

Publikacja Zajdel i wspdl. Eur. J. Med. Chem. 2013, 60, 42, ujawnia seri¢ zwiazkow

przedstawiong wzorem ogdlnym (V).
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Sposrod nich zwiazek Va (X = CH, N; z =4) wykazujac cechy stabego agonisty receptoréw
5-HT) 4, antagonisty receptorow 5-HT,4 1 5-HT; oraz czgsciowego agonistow receptorow D2,
znosit hiperaktywnos$¢ indukowanej podaniem MK-081 u myszy (wykazujac efekt
przeciwpsychotyczny) w dawce > 10 mg/kg oraz ujawnit efekt przeciwdepresyjny, w tescie

wymuszonego ptywania, w dawce MED = 20 mg/mg.
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W zadnym z powyze] zaprezentowanych dokumentéw nie ujawniono zwiazkéw bedacych
przedmiotem niniejszego ujawnienia.

Psychiatryczne zaburzenia o$rodkowego ukladu nerwowego, w tym schizofrenia,
zaburzenia depresyjne, zaburzenia dwubiegunowe, zaburzenia nastroju, zaburzenia
emocjonalne maja wieloczynnikowa etiologie.

Problemem technicznym, jaki rozwigzuje wynalazek, jest opracowanie nowego
zwiazku charakteryzujacego si¢ wyzsza skutecznosciag w kontroli objawow poznawczych,
kognitywnych (zaburzenia pamigci epizodycznej, pamieci krotkotrwatej), celem obnizenia
ryzyka dziatah niepozadanych zwigzanych z przyjmowaniem lekow przeciwpsychotycznych,
przeciwdepresyjnych oraz wykazujacych korzy$ci w leczeniu deficytow poznawczych
towarzyszacych innym psychiatrycznym 1 neurodegeneracyjnym zaburzeniom o$rodkowym.
Pozadanym jest, aby lek wykazujac zlozony mechanizm dzialania, dawal mozliwos¢
szerokiego spektrum zastosowania w terapii.

Nieoczekiwanie okazato sie¢, ze zwigzek o wzorze ogoélnym (I) lub jego
farmaceutycznie dopuszczalne sole posiadajg okreSlong powyze) pozadang aktywnosc
farmakologiczng.

W zwigzku z powyzszym, przedmiotem wynalazku jest zwigzek o wzorze (I):
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Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zwiazek wedlug wynalazku okreslony powyzej do

lub jego farmaceutycznie dopuszczalna sol.

stosowania w leczeniu zaburzenia psychiatrycznego lub choroby, zaburzenia lub stanu
zwiazanego z zaburzeniem uktadu dopaminergicznego i/lub serotoninergicznego.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zwiazek wedlug wynalazku okreslony powyzej do
stosowania w leczeniu choroby osrodkowego uktadu nerwowego zwlaszcza wybranej z grupy
obejmujacej: depresje, zaburzenia nastroju, zaburzenia lgkowe, schizofrenie, manig,
zaburzenia zwigzane z przyjmowaniem pokarmu, ADHD, chorobg¢ Alzheimera, chorobe
Parkinsona, chorobe Huntingtona, =zespot Tourreta, autyzm, napady padaczkowe,
lekozalezno$¢, otytosé.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zwiazek wedlug wynalazku okreslony powyzej do
stosowania w kontroli objawdw psychoz, zwlaszcza objawdw pozytywnych takich jak

urojenia, omamy, objawow negatywnych takich jak zobojetnienie, wycofanie z zycia oraz
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objawow poznawczych i/lub kognitywnych takich jak zaburzenia funkcji wykonawczych,
pamigci epizodycznej, pamigci krotkotrwatej, zwlaszcza do stosowania do jednoczesnego
leczenia pozytywnych, negatywnych i poznawczych i/lub kognitywnych objawow psychoz.
Okreslenie "farmaceutycznie akceptowalne sole" dotyczy tych soli, ktére sa, w zakresie
oceny medycznej, sa odpowiednie do stosowania w kontakcie z tkankami ludzi 1 nizszych
zwierzat bez nadmiernej toksycznosci, podraznienia, odpowiedzi alergiczne;.

Wyrazenie ,, zwiazki wedtug wynalazku” tu stosowane odnosi si¢ do zwigzkow o wzorze 1.
Farmaceutycznie dopuszczalne sole, np. sole addycyjne z kwasami, zarowno z kwasami
organicznymi jak 1 nieorganicznymi, sa znane w dziedzinie $rodkéw farmaceutycznych.
Reprezentatywne przyklady farmaceutycznie dopuszczalnych soli addycyjnych z kwasami
obejmuja, miedzy innymi, chlorowodorki, bromowodorki, siarczany, azotany, fosforany,
sulfoniany, metanosulfoniany, mrowczany, winiany, maleiniany, cytryniany, benzoesany,
salicylany, askorbiniany, octany i szczawiany.

Wynalazek obejmuje swoim zakresem wszystkie mozliwe izomery geometryczne, np.
izomery Z 1 E (izomery cis i trans) zwigzkdéw, jak rowniez wszystkie mozliwe izomery
optyczne, np. diastereoizomery i1 enancjomery zwiazkow, w szczegolnosci chiralnych soli.
Ponadto, wynalazek obejmuje swoim zakresem zaréwno poszczegélne izomery, jak 1
dowolne ich mieszaniny, np. mieszaniny racemiczne. Poszczegdlne izomery mozna
otrzyma¢, stosujac odpowiednie formy izomeryczne substancji wyjsciowe] lub mozna je
rozdziela¢ po wytworzeniu zwiazku koncowego wedlug typowych metod rozdzielania. Do
rozdzielania izomerow optycznych, np. enancjomerow, z ich mieszaniny, mozna stosowac
typowe metody rozdzielania, np. krystalizacja frakcjonowana.

Wynalazek obejmuje rowniez dowolne odmiany polimorficzne zwigzkow wedtug wynalazku.
Polimorfizm, czyli wystgpowanie roznych postaci krystalicznych, stanowi wiasciwosé
niektorych zwiazkéw wedlug wynalazku. Pojedyncza czasteczka lub kompleks molekularny
zwiazku wedtug wynalazku moze da¢ poczatek wielu réznym polimorfom o odmiennych
strukturach krystalicznych 1 whasciwosciach fizycznych, takich jak punkt topnienia,
zachowanie termiczne (np. mierzone poprzez analize termograwimetryczng - "TGA" lub
roznicowa kalorymetrie skaningowa - "DSC"), wzorzec dyfrakcji promieniowania
rentgenowskiego, np. dyfrakcji proszkowe] promieniowania rentgenowskiego (PXRD),
charakterystycznej absorpcji w podczerwieni (IR) 1 widma NMR ciala stalego. W celu
rozréznienia roznych postaci polimorficznych zwigzku wedlug wynalazku zastosowa¢ mozna
jedna lub wieksza liczbe tych technik. Odpowiedni dobor odmiany polimoerficznej zwigzku

wedlug wynalazku moze zapewnia¢ materiaty o pozadanych wlasciwosciach przetwérczych,
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takich jak tatwo$¢ przemieszczania, tatwo$¢ przetwarzania, stabilno$¢ podczas
przechowywania, tatwos¢ oczyszczania czy jak pozadane posrednie postacie krystaliczne,
ktére utatwiaja przeksztalcanie do innych postaci polimorficznych. Wybrane odmiany
polimorficzne 1 solwaty zwigzku wedtug wynalazku lub jego soli moga rowniez zapewniac
mozliwo$¢ poprawy charakterystyki dziatania produktu farmaceutycznego. Stuzy to roéwniez
powiekszeniu repertuaru wariantow materialéw, ktére sa dostepne w celu optymalizacji
formulacji, przyktadowo poprzez zapewnienie produktu o innych wtasciwosciach, np.
lepszych wlasciwosciach przetworczych lub przemieszczania, udoskonalonym profilu
rozpuszczania czy lepszym okresie trwatosci.

W oparciu o szerokie badania nieoczekiwanie odkryto nowa pochodna
benzotiofenopiperazyny, o nazwie chemiczne] [3-(4-benzo[b]tiofen-4-ylo-piperazin-1-ylo)-
propylolizochinolino-4-sulfonamid, zaprezentowana na Rysunku 1 — oraz jej
farmaceutycznie akceptowalne sole, réwniez odnoszace sie do prezentowanej struktury
ogoblnej, jako preparat o ztozonym mechanizmie dzialania, i cechach modulatora dopaminy
oraz serotoniny — czesciowego agonisty receptoréw dopaminowych D,, agonisty receptorow
5-HT,a, antagonisty receptorow serotoninowych 5-HT¢ 1 5-HT; dopaminowych D;
1 adrenergicznych alfa,c, oferujacy nowe mozliwosci leczenia szerszego spektrum zaburzen
osrodkowego ukladu nerwowego (m.in. zaburzen dwubiegunowych, zaburzen poznawczych
w schizofrenii, zaburzen nastroju, zaburzen emocjonalnych). Zwigzek tagodzac deficyty
poznawcze, wykazujac dodatkowo wielokierunkowe dziatanie charakterystyczne dla lekow
przeciwdepresyjnych i przeciwlekowych moze by¢ skuteczny w leczeniu psychiatrycznych
zaburzen osrodkowego uktadu nerwowego, wykazuje wyzsze bezpieczenstwo w poréwnaniu
do znanych lekow przeciwpsychotycznych.

W celu ulatwienia zrozumienia istoty wynalazku, ponizej opisano pewne jego korzystne
realizacje. Stanowia one jedynie przyktady ilustrujgce 1 nie powinny by¢ utozsamiane
z pelnym zakresem wynalazku.

Zwiazek  wedlug  wynalazku  otrzymano w  reakcji  chlorku  kwasu
4-izochinolinylosulfonowego 1 (benzo[b]tiofen-5-ylopiperazyn-1-ylo)propylaminy (A-4,
Schemat 1). Substraty mieszano w rozpuszczalniku organicznym wybranym sposrod
chlorowcopochodnych  weglowodoréw 1 polarnych  aprotycznych rozpuszczalniku,
w szczegolnosci dichlorometanie, chloroformie, N,N-dimetyloformamidzie, w $Srodowisku
trzeciorzedowej  aminy  organicznej, W  szczegdlnosci  trojetyloaminy, N, N-

diizopropyloetyloaminy, N-metylomorfoliny.
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Zwigzek A-4 uzyskano zgodnie ze szlakiem syntezy z udzialem reagentow Al1-A3,
w krokach 7i—iv opisanych ponizej (Schemat 1). Chlorek 4-isochinolinosulfonowy uzyskano

wedlug znanej metody (Marciniec i wspot., 2007).

Schemat 1.
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Metody analityczne

Widma protonowego rezonansu magnetycznego (‘H-NMR) rejestrowano przy 300 MHz,
widma weglowego rezonansu magnetycznego (°C-NMR) rejestrowano przy 75 MHz
uzywajac spektrometru Mercury-300 | Varian”, stosujac TMS (tetrametylosilan) jako
standard wewnetrzny. Jako rozpuszczalnik prébek zwigzkdéw stosowano deuterowany
chloroform CDCl; 1 metanol MeOD; wartosci J przedstawiono w jednostkach hertz (Hz);
s (singlet), d (dublet), dd (dublet dubletow), t (triplet), m (multiplet).

System do analiz UPLC/MS skladat sie z aparatu Waters ACQUITY®™ UPLC® (Waters
Corporation, Milford, MA, USA) sprzezonego ze spektrometrem masowym Waters TQD,
pracujacym w trybie jonizacji elektrosprejem (ESI). Rozdziaty chromatograficzne zostaty
przeprowadzone z wykorzystaniem kolumny Acquity UPLC BEH (bridged ethyl hybrid) Cis
o wymiarach 2,1 x 100 mm 1 $rednicy ziaren 1.7 pum. Kolumna byta utrzymywana
w temperaturze 40°C 1 eluowana w gradiencie od 95% do 0% eluentu A w czasie 10 min,
przy przeptywie 0,3 mL min™. Eluent A: woda/kwas mérwkowy (0.1%, v/v); eluent B:
acetonitryl/kwas mréwkowy (0.1%, v/v). Chromatogramy zostaty zarejestrowane przy uzyciu
detektora PDA Waters eA. Spectra byly analizowane w zakresie 200-700 nm
z rozdzielczo$cig 1.2 nm i czestoscig probkowania 20 pkt/s.

Przyktad 1. Synteza produktow posrednich

Ester tert-butylowy kwasu 4-benzo[bJtiofeno-4-ylo-piperazyn-1-ylo-karboksylowego (A-2)
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Mieszaning 4,26 g (0,02 mola) 4-bromobenzo[b]tiofenu (A-1), 7,44 g (0,04 mola) Boc-
piperazyny, 0,75 g (0,0012 mola) BINAP (2,2’-bis(difenylofosfino-1,1’-binaftyl), 0,73 g
(0,0008 mola) Pd,dbas (tris(dibenzylidenoacetono)dipallad) 1 4,13g (0,048 mola) tert-
butoksylanu sodu ogrzewano w bezwodnym toluenie (100 ml) w temperaturze wrzenia przez
12 godzin. Po ochtodzeniu mieszaning poreakcyjna rozcienczono octanem etylu (250 ml),
przesaczono przez ztoze Celite, filtrat zaggszczono, a pozostatos¢ naniesiono na kolumne
chromatograficzng wypetniong zelem krzemionkowym (70-230 mesh) i eluowano mieszaning
octan etylu/eter naftowy (1/9; v/v), uzyskujac 4,78 g produktu A-2 w postaci zéttego osadu
(75% wydajnosci teoretycznej).

Czystos¢ LC/MS 99%, trr = 8,62, C17H2,N,0,S, MW 318,43, masa monoizotopowa 318,14,
[M+H]™319,3. 'H NMR (300 MHz, CDCl3) § 1.38 (s, 9H), 3.27 (br.s., 1H), 3.43 (m, 8H),
6.94 (d, /=737 Hz, 1H), 7.26-7.36 (m, 2H), 7.64 (d, /=8.11 Hz, 1H).
2-[3-(4-Benzo[b]tiofeno-4-ylo-piperazin-1-ylo)-propylo]-izoindolo-1,3-dion (A-3)

Zwiazek A-2 4,5 g (0,014 mola) poddano deprotekcji w srodowisku kwasnym mieszajac
substrat w mieszaninie kwasu trojfluorooctowego 1 chlorku metylenu (80/20, v/v)
w temperaturze pokojowe] przez 4 godziny. Po zageszczeniu mieszaniny uzyskano 3,09 g
trojfluorooctanu 4-benzo[b]tiofeno-4-ylo-piperazyny (A-2a) w postaci zéttego oleju (100%
wydajnosci teoretycznej).

Mieszaning 3,09 g (0,014 mola) trojfluorooctanu 4-benzo[b]tiofeno-4-ylo-piperazyny (A-2a),
4,5 g (0,017 mola) 3-bromopropyloftalimidu, 5,81 g (0,042 mola) K,CO; 1 0,1 g KI
ogrzewano w acetonie (50 ml) w temperaturze wrzenia przez 48 godzin. Po ochtodzeniu
mieszaning poreakcyjng zageszczono, a pozostato$¢ naniesiono na kolumng
chromatograficzng wypetniong zelem krzemionkowym (70-230 mesh) i eluowano mieszaning
chlorek metylenu/metanol (9/0,5; v/v), uzyskujac 4,5 g produktu A-3 w postaci zoéttego osadu
(80% wydajnosci teoretycznej).

Czystos¢ LC/MS 98%, trr = 4,56, Cy3H»3N30,S, MW 405,51, masa monoizotopowa 405,15,
[M+H]" 406,3

3-(4-Benzo[b]tiofeno-4-ylo-piperazyn-1-ylo)-propyloamina (A-4)

Zwiazek A-3 4,0 g (0,01 mola) mieszano w 40% wodnym roztworze metyloaminy (1,64 ml,
0,03 mola) w temperaturze pokojowej przez 48 godzin. Kolejno mieszaning dwukrotnie
ekstrahowanie chlorkiem metylenu (2 x 50ml), kolejno warstwe organiczng przemyto woda
(2 x 50ml), NaCl (1 x 50ml) i1 osuszono nad bezwodnym Na,SO4. Pozostatos¢ zageszczono,

uzyskujac 2,48 g produktu A-4 w postaci zottego osadu (90% wydajnosci teoretycznej).
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Czystos¢ LC/MS 99%, trr = 2,64, Ci1sHyN3S, MW 275,41, masa monoizotopowa 275,15,
[M+H]"276.3
N-{3-[4-(Benzo[b]tiofen-5-ylo)piperazyn-1-ylo]propylo}isochinolino-4-sulfonamid (I)
Mieszaning 2,0 g (8 mmoli) 3-(4-benzo[b]tiofeno-4-ylo-piperazyn-1-ylo)-propyloaminy (A-
4), 2,0 g (8,8 mmoli) chlorku 4-izochinolinosulfonowego 1 3,36 ml (24 mmoli)
trojetyloaminy mieszano w chlorku metylenu (10 ml) na tazni lodowej przez 4 godziny.
Mieszanine poreakcyjng zageszczono, a pozostalos¢ naniesiono na kolumne
chromatograficzng wypetniong zelem krzemionkowym (70-230 mesh) i eluowano mieszaning
chlorek metylenu/metanol (9/0,6; v/v), uzyskujac 2,94 g produktu I w postaci zoltego oleju
(80% wydajnosci teoretycznej).

Czystos¢ LC/MS 100%, tr = 4,70, C4H6N4O0,S,, MW 466,62, masa monoizotopowa 466,15,
[M+H]"™ 467,2.

'H NMR (300 MHz, CDCl5) & 1.72 (quin, J = 5.63 Hz, 2H), 2.46-2.55 (m, 2H), 2.67-2.69
(m, 4H), 3.08-3.15 (m, 2H), 3.22-3.24 (m, 4H), 6.95 (dd, J=7.65, 0.72 Hz, 1H), 7.31 (t,
J=7.84 Hz, 1H), 7.36-7.42 (m, 2H), 7.58 (d, /=8.05 Hz, 1H), 7.68-7.76 (m, 1H), 7.84
(ddd, J=8.50, 7.03, 1.39 Hz, 1H), 8.10 (d, /=7.89 Hz, 1H), 8.67 (dd, /=18.54, 0.82 Hz,
1H), 9.14 (s, 1H), 9.41 (d, /= 0.61 Hz, 1H).

BC NMR (75 MHz, CDCl;) & 23.76, 4424, 52.04, 53.44, 58.18, 112.39, 117.35, 121.65,
122.37, 124.01, 125.05, 125.20, 127.70, 129.68, 133.08, 134.00, 135.30, 141.16, 147.90,
148.65, 151.03.

Zwiazek I-HCI, kremowy osad Mp 190,1-190,7°C.

Przyktad 2. Procedura oznaczania aktywnosci (powinowactwa) zwiazkow metoda wypierania
specyficznego radioliganda w badaniach in vifro

Przyktad 2.1. Linie komoérkowe HEK293 ze stabilng ekspresja ludzkich receptoréw
serotoninowych 5-HT;a, 5-HTg, 5-HT7, 1 dopaminowych Dy oraz linia CHO-K1 z ekspresja
biatka receptora 5-HTs4.

Plazmidy z genem kodujacym ludzkie receptory serotoninowe i dopaminowe zakupiono w
UMR c¢DNA Resource Center (www.cdna.org), linia komérkowa HEK293 (ang. Human
Embryonic Kidney) pochodzi z banku linii komérkowych ATCC (ang. American Type
Culture Collection), we wszystkich przypadkach jako czynnik transfekujacy zastosowano
Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Linia komoérkowa CHO-K1 ze stabilng ekspresja biatka

receptora 5-HT,a pochodzita z komercyjnego zrédta (PerkinElmer BioSignal).
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Hodowle linii HEK293 prowadzono w standardowych warunkach (37°C, 5% nasycenia CO,,
95% wilgotnosci) w pozywce Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), z wysoka
zawartoscig glukozy, wzbogaconej w 5% bydleca surowice ptodowa (FBS), oraz 500 lg/mL
antybiotyku genetycyny (G418; Sigma-Aldrich). Hodowle linii CHO-K1 z receptorem 5-
HT;4 prowadzono zgodne z instrukcja dostarczong przez firme.

Dla potrzeb oznaczen powinowactwa, komorki wysiewano na szalkach Petriego o srednicy
10 ¢cm 1 namnazano do uzyskania 90% konfluencji. Po dwukrotnym przemyciu buforem
fosforanowym (PBS), komoérki wirowano (1000g) w buforze PBS zawierajacym 0.1 mM
EDTA 1 1 mM dithiothreitolu. Nastepnie osady komoérek zamrazano i przechowywano w —
80°C.

Przyktad 2.2. Procedura przygotowania materiatu biologicznego do oznaczen powinowactwa
Zamrozone osady komoérek HEK293 ze stabilng ekspresja badanych receptoréw
homogenizowano przez 15 s (Polytron) w buforze Tris-HCI (50 mM, pH 7.4) z dodatkiem
0.1 mM EDTA, a nastgpnie dwukrotnie wirowano 15 min/4°C/50,000g. Odwirowany
material zawieszano w suplementowanym buforze Tris-HCl wg proporcji 0,5-0,7 mg
proteiny/ml. Probki zawierajace 1 ml zawiesiny zamrazano i przechowywano w —80°C do
momentu uzycia w eksperymencie.

Przyktad 2.3. Wyniki badan aktywnosci in vitro, wyznaczanie wartosci powinowactwa
Oznaczenia przeprowadza sie¢ w plytce 96-dotkowej; catkowita objetos¢ probki wynosi 0,2
ml. Roztwory 1 zawiesing komoérkowa sporzadza sie¢ w buforze Tris-HCl (50 mM, pH 7.4)
zawierajacym w przypadku receptorow 5-HT;a: S50mM Tris—HCI, 0.ImM EDTA, 4mM
MgCl,, 10uM pargiliny 1 0.1% kwasu askorbinowego; dla 5-HTs: 50 mM Tris—HCI, 0.5 mM
EDTA 1 4 mM MgCl,, dla receptorow 5-HT7: 50 mM Tris—HCl, 4 mM MgCl,, 10 mM
pargiliny 1 0.1% kwasu askorbinowego; oraz dla receptorow dopaminowych Dy.: 50 mM
Tris~HCl, 1 mM EDTA, 4 mM MgCl,, 120 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.5 mM CaCl, i 0.1%
kwasu askorbinowego. Pipetowanie przeprowadza si¢ przy pomocy stacji MultiProbe II HT
EX. Badany zwigzek jest rozpuszczany w DMSO do otrzymania roztworu podstawowego o
stezeniu 0.1 mM. Do eksperymentu wykonuje sie szereg 7-8 stezen (107''-107 M) w
odpowiednim buforze.

Wykaz stosowanych radioligandow: dla receptoréw 5-HT) s ['H]-8-OH-DPAT (1.5 nM; akt.
spec. 135.2 Ci/mmol); dla 5-HT,4 [’H]-Ketanserin (2nM; akt. spec. 53.4 Ci/mmol); dla 5-
HTs ["H]-LSD (2 nM; akt.spec. 83.6 Ci/mmol); dla 5-HT; [’H]-5-CT (0.6 nM; akt. spec. 39.2
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Ci/mmol) i dla receptoréow dopaminowych Dy [*H]-Raclopride (2.5 nM; akt. spec. 76.0
Ci/mmol).

Wykaz zwiazkow odniesienia uzytych w stezeniulO uM do wyznaczenia poziomu wigzania
niespecyficznego do receptoréw serotoninowych: 5-HTis 1 5-HT; — serotonina; 5-HTa:
chlorpromazyna, oraz HTs: metiotepina. W przypadku receptoréw dopaminowych Dy uzyto
1 uM (+)butaclamolu.

Ustalony stan rownowagi (w temperaturze pokojowej 1h dla receptoréw 5-HT 4 lub 1.5h dla
receptoréw S5-HT,4, oraz 1h w temperaturze 37°C dla receptoréw 5-HTg, 5-HT7 1 D;1) zostaje
utrwalony przez odsaczenie frakcji bialkowej na ptytki UniFilter GF/B 1 kilkukrotne
przemycie zimnym buforem Tris (4°C) za pomocg harwestera (Unifilter Harvester).
Zmierzony w liczniku MicroBeta TriLux, poziom radioaktywnos$ci pozostatej na filtrach
stuzy do wykreslenia krzywej wypierania i wyznaczenia stalej wigzania K; obliczane) z
rownania Cheng-Pursoft’a (Cheng, Y .; Prusoff, W.H. 1973):

IC
K, = 50

— —L
1+ (&
(%,
Eksperymenty powtarza si¢ co najmniej 3 krotnie.
Procedury wyznaczania wartosci K; zwigzkéw do poszczegdlnych typow receptoréw

opracowano w Zaktadzie Chemii Lekéw Instytutu Farmakologii PAN 1 opisano w pracach

Bojarski et al., 1993; Paluchowska et al., 2007; Zajdel et al., 2012a; Zajdel et al., 2012b.

Tabela 1. Powinowactwo zwiazku PZ-1262 do receptorow serotoninowych 5-HT4, 5S-HT;a4,

5-HTs, 5-HT7 oraz dopaminowych D;.

: Ki [nM]'
Zwiazek
5-HTa|5-HT14| 5-HTs | 5-HT7 | D,
I 6 13 27 10 12
Ziprazydon 2 <1 20 1 0.8

* wartosci K; (SEM + 24) w oparciu o wyniki z trzech niezaleznych eksperymentow

Przyktad 3. Wyniki poszerzonych badan in vitro
Aktywnos¢ zwigzku 1 mierzona jako procent hamowania wigzania specyficznego
radioliganda przez stezenie 10° M badanego liganda do receptoréw dopaminowych D, i D3,

adrenergicznych oja 1 dyc, histaminowych H; oraz muskarynowych M; i M; oraz
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transporteréw: serotoniny SERT, noradrenaliny NET i dopaminy DAT przeprowadzono w

firmie CEREP (Le Bois I’Eveque, 86600 Celle L’Evescault, France) zgodnie z metodyka

zamieszczong na stronie www.cerep. fr.

Wykaz uzytych radioligandéw 1 ligandow do oznaczen wigzania niespecyficznego oraz

referencji literaturowych, w ktérych opisano szczegdty odpowiednich procedur zamieszczono

w tabeli 2. Zwiazek 12 testowano w duplikacie, wyniki w tabeli 3 przedstawiono jako $rednia

z dwoéch niezaleznych eksperymentdw.

Tabela 2. Wykaz radioligandéw 1 zwigzkéw uzytych do oznaczenia wigzania

niespecyficznego.
receptor radioligand ligand NS* literatura
D, [FHISCH 23390 SCH 23390  [Zhou. Q.Y et al.(1990) Nature, 347: 76-80
D: |[PHlmetyl-spiperon (+)butaklamol Mackenzie. R.G ct al.(1994) Eur. J. Pharmacol.. 266: 79-85.
D.. [PHlmetyl-spiperon (+)butaklamol [Van Tol. H.H.M et al.(1992) Nature. 358: 149-152.
tia |[Hlprazosyna epinefryna Schwinn. D.A et al.(1990) J. Biol. Chem., 265: 8183-8189.
e [PHIRX 821002 epinefryna Devediian. J.C et al.(1994) Eur. J. Pharmacol.. 252: 43-49.
H, [PHlpvrilamina pyrilamina Smit, M.J et al.(1996) Brit. J. Pharmacol.. 117: 1071-1080.
M, [PHlpirenzepina atropina Dorie. F et al.(1991) J. Pharmacol. Exp. Ther., 256: 727-733.
M: [PH14-DAMP atropina Peralta. E. G et al.(1987) Embo. J.. 6: 3923-3929.
SERT [*Hlimipramina imipramina  (Tatsumi, M et al.(1999) Eur. J. Pharmacol.. 368: 277-283.
NET [‘Hlnizoksetyna  |{dezypramina [Pacholczvk. T et al.(1991) Nature. 350: 350-354.
DAT [‘HIBTCP BTCP Pristupa. Z.B et al.(1994) Mol. Pharmacol.. 45: 125-135.

Tabela 3. Profil selektywnosci zwiazku PZ-1262 wzgledem receptorow dopaminowych Dy,

Ds

, Daa4, adrenergicznych oy, opc, histaminowych H;, muskarynowych M;, Mj; i

transporteréw wychwytu serotoniny (SerT), noradrenaliny (NET) i dopaminy (DAT).

% hamowania wigzania kontroli przy 10° M

Zwigzek
D,

D; | D4s

(V37N

H, | My | M3 [SerT|NET|DAT

2

97 | 100

99

97 | 99 89 | 8 18
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Przyktad 4. Wyniki badan funkcjonalnych in vifro

Aktywnos¢ funkcjonalna zwiazku PZ-1262 wzgledem receptoréw serotoninowych 5-HTa,
5-HTs, 5-HT7, dopaminowych D, i D3 oraz adrenergicznych a,c zostala oznaczona w firmie
Cerep (Le Bois I’Eveque, 86600 Celle L’Evescault, France) zgodnie z metodyka
zamieszczong na stronie www.cerep.fr. Badania prowadzono na liniach komoérkowych
HEK?293 ze stabilng ekspresja receptorow serotoninowych 5-HT;4 [MARTEL, J-C et al.
(2009) Brit J Pharmacol, 158: 232-242] i dopaminowych D, [Payne, S.L et al.(2002)].
Neurochem., 82: 1106-1117] oraz na liniach komoérkowych CHO ze stabilng ekspresja
receptorow 5-HTg [Kohen, R et al.(1996) J. Neurochem., 66: 47-56], 5-HT7 [Adham, N et
al.(1998) J. Pharmacol. Exp. Ther., 287: 508-514], Ds [Missale, C et al.(1998) Physiol. Rev.,
78: 189-225] oraz a,c [Regan, J.W et al.(1988) Biochem., 85: 6301-6305]

Tabela 4. Profil funkcjonalny zwiazku PZ-1262 wzgledem receptoréw serotoninowych
5-HT4, 5-HTs, 5-HT5 oraz dopaminowych Dy, Ds i asc.

S-HTlA 5-HT6 5-HT7 D2 D3 Qe
Zwiazek [EC50 [nM][ICso [nM][ICso [nM][ICso [nM] [EC50 [nM][ICso [nM]] % inh® | % inh®
AGO |ANTAG|ANTAG| ANTAG| AGO | ANTAG |ANTAG|ANTAG
I 260 NA® 34 14 | >10000 | 72 80 97

*NA - nie aktywny
® %% hamowania efektu agonisty przy 10° M

Przyktad 5. Wyniki badan behawioralnych

Test pobudzenia lokomotorycznego wywotanego podaniem PCP

W tescie tym mierzono zaréwno spontaniczng aktywnos¢ lokomotoryczng, jak rowniez
pobudzenie lokomotoryczne wywotane podaniem fencyklidyny (PCP). Do pomiaru uzyto
automatycznych klatek Opto-Varimex-4 Auto-Tracks (Columbus Instruments, Ohio, USA)
umieszczonych kazda osobno w szafkach dzwigkoszezelnych. Klatki Opto-Varimex
wyposazone sg w siatke fotokomorek (po 16 na kazda z osi) umieszczonych na okoto
przezroczystej klatki.

Procedura testu aktywnosci lokomotorycznej

Zwierzeta umieszcezana pojedynczo w klatkach Opto-Varimex na 30 min. W ciggu tego czasu
mierzono spontaniczng aktywnos$¢ lokomotoryczng. Nastepnie zatrzymywano pomiar oraz
podawano szczurom iniekcje PCP w dawce 5 mg/kg, podskédrnie (SC). Pomiar pobudzenia

lokomotorycznego wywotanego podaniem PCP trwal przez 150 min. Dane zaprezentowane
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sq jako przebyty dystans w czasie (przedzialy czasowe co 5 min.) oraz catkowity dystans
przebyty w trakcie eksperymentu.

Zwierzeta

Badania przeprowadzono na szczurach rasy Sprague-Dawley (Charles River, Niemcy)
wazacych ~250 g Szczury przetrzymywano w standardowych klatkach oraz
w standardowych warunkach hodowlanych: ze stata kontrolg temperatury 21 + 2°C
1 wilgotno$ci (40-50 %), 12-godzinnym cyklem (06:00 — 18:00) oraz stalym dostgpem do
paszy i wody. Zwierzgta oswajaly si¢ do warunkéw hodowlanych przed rozpoczeciem
eksperymentdw przez co najmniej 1 tydzien. W trakcie tego okresu poddane byly co najmniej
3 razy procedurze ,handlingu”. Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w jasne fazie
cyklu 1 przed kazdym eksperymentem zwierzgta oswajaly si¢ przez co najmniej 1 godz. do
pokoju eksperymentalnego.

Procedura eksperymentu

Badany zwiazek oraz substancje referencyjne podawano na 30 min przed umieszczeniem
zwierzat w aparatach. Jak wspomniano powyzej, Fencyklidyne (PCP) w dawce 5 mg/kg
podawano zawsze podskornie po 30 minutowym czasie adaptacji do aparatdéw.

Chlorowodorek fencyklidyny (Sigma-Aldrich) oraz testowany zwigzek rozpuszczano tuz
przed eksperymentem w wodzie 1 nastgpnie worteksowano. Wszystkie zastosowane

substancje podawano z objetosci 1 ml/kg.

Tabela 4. Wyniki dla zwigzku PZ-1262 w tescie hiperaktywnosci indukowanej fencyklidyna

U SZCZUrow.
Ochrona przed
hyperaktywnos$cia Sedacja
Zwiazek indukowang fencyklidyna

) dziatanie
efekt przeciwpsychotyczny niepozadane
I nie aktywny > 10 mg/kg

Ziprazydon 1 mg/kg 3 mg/kg

Arypiprazol nie aktywny 1 mg/kg
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Tabela 5. Wyniki dla zwigzku I w tescie rozpoznania nowego obiektu u szczurdw.

Zwigzek Ochrona przed indukowanym fencyklidyng deficytem
w tescie rozpoznania nowego obiektu (NOR test)

efekt prokognitywny w warunkach psychozo-

podobnych
I 1 mg/kg
Ziprazydon 1 mg/kg

Test ruchliwos$ci indukowanej d-amfetaming u myszy CD-1

Zwierzeta laboratoryjne. Do testu uzyto myszy szczepu CD-1, samce o masie ciata 21-25
g. Zwierzeta przebywaly w poliweglanowych klatkach Makrolon typ 3 (wymiary:
26.5 x 15 x 42 c¢cm), po dwadziescia osobnikoéw w klatce, w pomieszczeniach laboratoryjnych
o temperaturze 22-24°C, wilgotnosci 50-60%, w naturalnym cyklu dobowym (12 godzin
swiatta/12 godzin ciemnos$ci). Zwierzeta mialy wolny dostep do filtrowanej wody pitnej
i standardowej karmy granulowanej. 24 h przed testem zwierzeta przenoszono do pokoju
eksperymentalnego w celu ich aklimatyzacji. Testy behawioralne przeprowadzano miedzy
godzing 9:00 a 14:00.

Na przeprowadzone eksperymenty uzyskano zgode I Lokalnej Komisji Etycznej ds.
Doswiadczen na Zwierzetach dziatajacej przy Uniwersytecie Jagiellonskim w Krakowie.

Procedura badawcza. Ruchliwos¢ myszy mierzono w plastikowych klatkach Opto M3
(wymiary 22x12x13 cm), potaczonych z komputerem zaopatrzonym w program MultiDevice
Software v.1.30 firmy Columbus Instruments. Klatki doswiadczalne sa wyposazone w zrodta
podczerwieni, zlokalizowane po jednej stronie oraz czujniki odbierajace wysytane promienie,
umieszczone po drugiej stronie klatki. Przekroczenie przez zwierze kazde] wigzki promieni
podczerwonych bylo kwalifikowane jako aktywno$¢ ruchowa. Zwierzeta umieszczano
w klatkach pomiarowych pojedynczo na 30 min przed rozpoczeciem testu, w celu adaptacji do
nowych warunkéw otoczenia. Parametrem okreslajgcym ich aktywnos$¢ ruchowa byla ilos¢
przecie¢ promieni podczerwonych (ambulacja). Po wyjeciu kazdej myszy klatki przecierano
70% etanolem. Pomiar aktywnosci lokomotoryczne] wykonywano co 5 minut przez 1 godzine.
D-amfetamine rozpuszczano w wodzie i podawano podskérnie na 30 min przed testem.

Badany zwigzek rozpuszczano w wodzie 1 podawano dootrzewnowo na 60 min przed testem.
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Test wymuszonego ptywania u myszy Swiss albino

Zwierzeta laboratoryjne. Do testu uzyto myszy szczepu Swiss Albino, samce o masie ciala
22-28 g. Zwierzeta przebywaly w poliweglanowych klatkach Makrolon typ 3 (wymiary:
26.5 x 15 x 42 c¢cm), po dwadziescia osobnikoéw w klatce, w pomieszczeniach laboratoryjnych
o temperaturze 22-24°C, wilgotnosci 50-60%, w naturalnym cyklu dobowym (12 godzin
swiatta/12 godzin ciemnos$ci). Zwierzeta mialy wolny dostep do filtrowanej wody pitnej
i standardowej karmy granulowanej. 24 h przed testem zwierzeta przenoszono do pokoju
eksperymentalnego w celu ich aklimatyzacji. Testy behawioralne przeprowadzano miedzy
godzing 9:00 a 14:00.

Na przeprowadzone eksperymenty uzyskano zgode I Lokalnej Komisji Etycznej ds.
Doswiadczen na Zwierzetach dziatajacej przy Uniwersytecie Jagiellonskim w Krakowie.

Procedura badawcza. Doswiadczenie wykonano wedtug metody opisane] przez Porsolta

1 wsp. (1977) . Myszy umieszczano pojedynczo na okres 6 minut w szklanym cylindrze
(wysokos$¢ 25 cm, S$rednica 10 cm), wypelnionym woda o temperaturze 23-25°C, do
wysokosci 10 cm. Po 2 minutowej adaptacji mierzono czas bezruchu myszy przez 4 minuty.
Skrécenie czasu bezruchu byto miarg wlasciwosci przeciwdepresyjnych badanego zwiazku.

Badany zwiazek rozpuszczano w wodzie i podawano dootrzewnowo na 60 min przed
testem.
Test czterech ptytek u myszy Swiss albino

Zwierzeta laboratoryjne. Do testu uzyto myszy szczepu Swiss Albino, samce o masie ciala
21-25 g. Zwierzeta przebywaly w poliweglanowych klatkach Makrolon typ 3 (wymiary:
26.5 x 15 x 42 c¢cm), po dwadziescia osobnikoéw w klatce, w pomieszczeniach laboratoryjnych
o temperaturze 22-24°C, wilgotnosci 50-60%, w naturalnym cyklu dobowym (12 godzin
swiatta/12 godzin ciemnos$ci). Zwierzeta mialy wolny dostep do filtrowanej wody pitnej
i standardowej karmy granulowanej. 24 h przed testem zwierzeta przenoszono do pokoju
eksperymentalnego w celu ich aklimatyzacji. Testy behawioralne przeprowadzano miedzy
godzing 9:00 a 14:00.

Na przeprowadzone eksperymenty uzyskano zgode I Lokalnej Komisji Etycznej ds.
Doswiadczen na Zwierzetach dziatajacej przy Uniwersytecie Jagiellonskim w Krakowie.

Procedura badawcza. Test przeprowadzono zgodnie z metoda opisang przez Boissier
1 wsp. (1968). Do wykonania eksperymentu wykorzystano klatke z nieprzezroczystego
plastiku (wymiary 18 x 25 X 16 c¢m), z zamocowanymi w podiodze czterema stalowymi
plytkami (8 x 11 cm), oddzielonymi od siebie 4 mm szczelina. Plytki te, byly podtaczone do

generatora impulsow elektrycznych (natezenie impulsu 0,8 mA, czas trwania impulsu 0,5 s).
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Myszy umieszczano w klatce pojedynczo, z mozliwoscig swobodnego poruszania si¢ przez
15 sekund. W ciggu nastepnych 60 sekund przejscia z ptytki na plytke karano pradem
elektrycznym, przy czym przerwa pomig¢dzy kolejnymi bodzcami wynosita co najmniej
3 sekundy (okres bezpieczny, kiedy przejscia nie sg karane). Kryterium oceny dziatania
przeciwlekowego badanego zwigzku byla zwigekszona liczba przejs¢ karanych pradem
elektrycznym.

Badany zwiazek rozpuszczano w wodzie i podawano dootrzewnowo na 60 min przed

testem.

Tabela 6. Wyniki dla zwigzku PZ-1262 w tescie ruchliwosci indukowanej amfetaming,

hyperaktywnosci indukowanej podaniem MK-801, wymuszonego plywania i tescie czterech

plytek u myszy.

Zwigzek Ruchliwos¢ Ochrona przed Testy Test czterech
indukowana hyperaktywnoscia Wymuszonego plytek
amfetaming indukowang MK-801 plywania

efekt efekt efekt efekt
przeciwpsychotyczny | przeciwpsychotyczny | przeciwdepresyjny | anksjolityczny
I nie aktywny NT 5 mg/kg 5 mg/kg
v NT 10 mg/kg 30 mg/kg NT
Va NT 10 mg/kg 20 mg/kg NT
Ziprazydon >0.25 mg/kg > 1 mg/kg nieaktywny nieaktywny
Arypiprazol >0.125 mg/kg 0.5 mg/kg nieaktywny nieaktywny

A zatem, niniejszy wynalazek zapewnia zwiazki do zastosowania jako lek.

W szczegolnosci zwiazki te nadaja sie do zastosowania w leczeniu choréb lub stanow,
w ktorych pozadana jest przydatno$¢ modulatora dopaminy oraz serotoniny o ztozonym
mechanizmie dziatania — czesciowego agonisty receptoréw dopaminowych D,, agonisty
receptoréw 5-HT)4, antagonisty receptoréw serotoninowych 5-HTs, 5-HT5, dopaminowych
Ds 1 adrenergicznych alfayc. Ta kombinacja aktywnosci jest przydatna w leczeniu chordb,
zaburzen lub standéw psychotycznych zwigzanych z zaburzeniami uktadu dopaminergicznego
1 serotoninergicznego.

Zgodnie z tym, wynalazek dostarcza zwigzek o wzorze (I) lub jego farmaceutycznie
akceptowalne sole, do stosowania w terapii zaburzen psychiatrycznych, zaburzen lub stanow
zwigzanych zZ zaburzeniami uktadu dopaminergicznego/serotoninergicznego.
W szczegolnosci umozliwia to leczenie szerszego spektrum zaburzen osrodkowego uktadu
nerwowego (m.in. zaburzen dwubiegunowych, zaburzen nastroju, zaburzen emocjonalnych,

schizofrenii). = Zwigzek ‘tagodzac deficyty poznawcze, wykazujac dodatkowo
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wielokierunkowe  dziatanie  charakterystyczne dla  lekow  przeciwdepresyjnych
1 przeciwlekowych moze by¢ skuteczny w leczeniu psychiatrycznych zaburzen osrodkowego
uktadu nerwowego, a takze wykazuje wyzsze bezpieczenstwo w poréwnaniu do znanych
lekéw przeciwpsychotycznych.

Przedstawiony w ujawnieniu zwiazek, jako modulator dopaminy 1 serotoniny, w szczegolny
sposéb moze by¢ uzyteczne, jako srodek terapeutyczny w leczeniu chorob osrodkowego
uktadu nerwowego, wtaczajac depresje, schizofreni¢, manie, zaburzenia nastroju, zaburzenia
lekowe, zaburzenia zwigzane z przyjmowaniem pokarmu, ADHD. Ponadto, ujawniony
zwigzek ma szerokie spektrum zastosowan jako $rodek terapeutyczny w chorobie
Alzheimera, chorobie Parkinsona, chorobie Huntingtona, zespole Tourreta, autyzmie,
napadach padaczkowych, lekozaleznosci, otylosci, nie wykazujac dziatan niepozadanych
(sedacji) 1 wysokim bezpieczenstwie.

Zwiazki wedlug wynalazku podawa¢ mozna, np. dojelitowo, miejscowo lub pozajelitowo
przy zastosowaniu dowolnego preparatu farmaceutycznego przydatnego do wymienionego
podawania 1 zawierajacego co najmnie] jeden aktywny zwiazek o wzorze 1
w farmaceutycznie dopuszczalnych 1 skutecznych ilosciach razem z farmaceutycznie
dopuszczalnymi rozcienczalnikami, no$nikami i/lub substancjami pomocniczymi znanymi
w dziedzinie. Wytwarzanie takich preparatéw farmaceutycznych jest znane w dziedzinie.
Dawka terapeutyczna do podawania pacjentowi wymagajacymi leczenia bedzie si¢ zmieniaé
zaleznie od podawanego zwiazku, gatunku, wieku 1 plci leczonego pacjenta, konkretnego
leczonego stanu, jak rowniez drogi 1 sposobu podawania i jest z tatwoscia wyznaczana przez
specjalist¢ w dziedzinie. Zgodnie z tym, typowe dawkowanie do podawania doustnego
wynosi od 10 ng/kg do 100 mg/kg na dobe a dla podawania pozajelitowego od 1 ng/kg do 10
mg/kg dla dorostego ssaka.

Zwiazki wedtlug wynalazku podaje si¢ pacjentowi jako takie lub w potaczeniu z jedng inna
substancja czynng lub wiecej, kazde] w swej wiasnej kompozycji lub niektorymi badz
wszystkimi substancjami czynnymi potaczonymi w pojedyncze] kompozycji, i/lub
odpowiednimi farmaceutycznymi substancjami pomocniczymi. Odpowiednie farmaceutyczne
substancje pomocnicze obejmujg typowo stosowane substancje pomocnicze 1 srodki
utatwiajace formulacje, takie jak wypelniacze, srodki wigzace, srodki rozsadzajace, srodki
poslizgowe, rozpuszczalniki, $rodki zelotwdrcze, emulgatory, stabilizatory, barwniki i/lub
srodki konserwujace.

Zwiazki wedlug wynalazku komponuje sie¢ w postacie dawkowania, stosujac powszechnie

znane farmaceutyczne metody wytwarzania. Postaciami dawkowania mogg by¢ np. tabletki,
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kapsulki, granulki, czopki, emulsje, zawiesiny lub roztwory. Zaleznie od sposobu podawania
i formy galenowej, ilo§¢ substancji czynnej w preparacie moze typowo waha¢ si¢ w zakresie

od 0,01% 1 100% (wagowo).
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