Chiralna pochodna 2-azabicykloalkanowa z podstawnikiem dansylowym oraz jej

zastosowanie

Przedmiotem wynalazku jest chiralna pochodna 2-azabicykloalkanowa z
podstawnikiem dansylowym oraz jej zastosowanie do leczenia i profilaktyki opryszczki
typu 1, poprzez hamowanie replikacji wirusa HSV-1.

Wirus opryszczki typu 1 (herpes simplex virus 1, HSV-1) to otoczkowy,
neurotropowy wirus posiadajacy material genetyczny w formie dwuniciowego DNA. Jest
to jeden z najszerzej rozpowszechnionych patogendw ludzkich, szacuje sie, ze jego
nosicielami moze by¢ nawet 90% populacji (Fatahzadeh M., Schwartz R.A., J Am Acad
Dermatol. 2007, 57, 737-763), Zazwyczaj HSV-1 wywoluje infekcje w obrgbie sluzéwki
jamy ustnej, rzadziej bywa rOwniez powigzany z zakazeniami w rejonie narzadow
plciowych. Infekcja tatwo przenosi si¢ poprzez kontakt bezposredni, np. calowanie czy
stosunek seksualny. Objawy zakazenia sa zwykle lagodne i ograniczajg si¢ do
wypetnionych ptynem pecherzykow i owrzodzen (tzw. ,,zimno”). HSV-! bywa jednak
rowniez przyczyng schorzen znacznie powazniejszych - wirusowe zapalenie rogowki moze
prowadzi¢ do slepoty, zas wirusowe zapalenie mozgu nawet do smierci (Farooq AV,
Shukla D., Surv Ophthalmol. 2012, 57, 448-462; Tyler K.L., Herpes 2004, 11, Suppl.
2:57A-64A; Whitley R.)., Antiviral Res. 2006, 71, 141-148).

Infekcja zaczyna sie w komérkach nabtonkowych, skad wirus przemieszcza sig do
jadra neuronu rdzeniowego wykorzystujge transport retrogradowy. We wngtrzu neuronu
wirus przechodzi w stan utajony (latentny); infekcja taka jest bezobjawowa, ale utrzymuje
si¢ do konica Zycia pacjenta. Wirus moze ulec reaktywacji, ktora moze by¢ samoistna lub
wystepowaé w odpowiedzi na czynniki stresowe, takie jak goraczka, menstruacja, czy
$wiatlo stoneczne; stan ukladu odpornosciowego pacjenta decyduje o czg¢stosci nawrotdw
(Arvin A.M., Human herpesviruses biology, therapy, and immunoprophylaxis, New York:
Cambridge University Press 2007). Zdolno$¢ do przechodzenia w stan latencji jest
najbardziej charakterystyczng cechg rodziny Herpesviridae (Wilson A.C., Mohr 1., Trends
Microbiol. 2012, 20, 604-611)

Aktualnie stosowane terapie przeciw infekcjom herpeswirusowym bazuja na
stosowaniu analogéw nukleozyddw - acyklowiru oraz jego pochodnych. Dzialanie tych
zwigzkéw opiera sie na zakldcaniu procesu syntezy wirusowego DNA, w konsekwencji
czego nie powstajg nowe, zakazne wiriony, a rozprzestrzenianie infekcji zostaje

powstrzymane. Podstawowg wada lekow tego typu jest ich niska biodostgpnosé, choc



nowoczesniejsze pochodne acyklowiru, jak gancyklowir c¢zy walacyklowir czesciowo
rozwiazuja ten problem (Mubareka S., Leung V., Aoki F.Y., Vinh D.C., Expert Opin Drug
Safery 2010, 9, 643-658). Do leczenia szczepow opormnych na analogi nukleozydow
stosowany jest foscarnet, wykorzystujacy inny mechanizm hamowania aktywnosci
wirusowej polimerazy DNA, jednak zaobserwowano juz pojawiania si¢ szczepow wirusa
opryszczki opornych réwniez wobec tego inhibitora {(Blot N., Schneider P., Young P.,
Janvresse C., Dehesdin D., Tron P., Vannier J.P., Bone Marrow Transplant. 2000, 26, 903-
905).

Coraz cze¢stszym celem dla nowych zwigzkow przeciwwirusowych na przestrzeni
ostatnich 20 lat staja si¢ proteazy wirusowe. Znalazly one juz zastosowanie kliniczne
przede wszystkim jako jedna z gléwnych skladowych skojarzonej terapii
antyretrowirusowej (HAART) (Hughes P.J., Cretton-Scott E., Teague A., Wensel T.M.,
P&T 2011, 36, 332-345). Mniej znanym, lecz rowniez istotnym przykladem zastosowania
inhibitoréw proteaz wirusowych w klinice sa inhibitory proteazy NS3/NS4a wirusa
zapalenia watroby typu C (McCauley J.A., Rudd M.T., Curr Opin Pharmacol. 2016, 30,
84-92). Zwigzki o podobnym mechanizmie dzialania opracowano takze dla ludzkiego
rinowirusa oraz koronawirusa SARS (Patick A K., Brothers M.A., Maldonado F., Binford
S., Maldonado O., Fuhrman S., Petersen A., Smith G.J., Zalman L.S., Burns-Naas L.A.,
Tran 1.Q., Antimicrob Agents Chemother. 2005, 49, 2267-2275; Yang S., Chen S.J., Hsu
M.F., Wul.D, Tseng C.T., Liu Y.F., Chen H.C., Kno C.W., Wu C.S., Chang L.W., J Med
Chem. 2006, 49, 4971-4980). Proby opracowania tego typu inhibitoréw podjeto rowniez
dla wiruséw z rodziny Herpesviridae, lecz nigdy nie przeprowadzono dla nich badan
klinicznych (Shimba N., Nomura A.M., Mamett A .B., Craik C.S., J Virol. 2004, 78- 6657-
6665; Tong L., Qian C., Massariol M.J., Déziel R., Yoakim C., Lagacé L., Nar Struct Biol.
1998, 5, 819-826).

Proteaza VP24 wirusa HSV-1 jest produktem ORF UL26. Gen ten jest rzadkim
wsrod wirusow przypadkiem nakfadania si¢ jednostek transkrypcyjnych — mniejsza
Jednostka UL26.5 jest w catosci zawarta wewnatrz wigkszej jednostki UL26 (Liu F.Y.,
Roizman B., .J Virol. 1991, 65, 5149-5156; Liu F.Y., Roizman B., J Virol. 1991, 65, 206-
212). Powstajaca poliproteina jest nastgpnie cigta w miejscu R (pomiedzy 247 a 248
aminokwasem), oraz miejscu M (pomigdzy 610 a 611 aminokwasem) (Dilanni C.L., Drier
D.A., Deckman I.C., McCann P.J, Liu F., Roizman B., Colonno R.J., Cordingley M.G., J
Biol Chem. 1993, 268, 2048-2051). W wyniku pierwszego ciecia powstaje serynowa



proteaza VP24, za$ drugie generuje gléwne biatko rusztowania kapsydu wirusowego
VP21

Owo rusztowanie jest niezbedne na poczatkowym etapie formowania kapsydu
wirusowego. Na dalszych etapach rusztowanie jest usuwane, co umozliwia pakowanie do
wnetrza materialu genetycznego wirusa (Knipe D.M., Howley P.M., Fields Virology, 6
wyd. Philadelphia, PA: Wolters Kluwer/Lippincott Williams & Wilkins Health; 2013).
Jesli rusztowanie nie zostanie usuniete dojrzewanie kapsyddéw nie zachodzi, a nowe,
zakazne wiriony nie s3 produkowane. Udowodniono, Ze wirus pozbawiony genu proteazy
VP24 nie jest zdolny do replikacji (Gao M., Matusick-Kumar L., Hurlburt W., DiTusa S.F.,
Newcomb W.W., Brown J.C., McCann P.J., Deckman I., Colonno R.J., J Virol. 1994, 68,
3702-3712).

W chwili obecnej brak jest doniesiefi o skutecznych inhibitorach proteazy VP24
wirusa opryszezki. Inhibitory takie opracowano dla proteazy wirusa migsaka Kaposiego,
jednak ich skuteczno$¢ stwierdzono tylko w testach biochemicznych, nie sprawdzono
natomiast ich wptywu na replikacje wirusa (Shimba N., Nomura A M., Marnett A.B., Craik
C.S., J Virol. 2004, 78, 6657-6665).

Istotg wynalazku jest chiralna pochodna 2-azabicykloalkanowej z podstawnikiem
dansylowym o wzorze 1.

Wynalazek dotyczy rdéwniez chiralnej pochodnej 2-azabicykloalkanowej z
podstawnikiem dansylowym o wzorze 1 do zastosowania jako lek, zwiaszcza do leczenia
i profilaktyki opryszczki typu 1 poprzez hamowanie replikacji wirusa HSV-1.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej w przykladach wykonania oraz na
rysunku, na ktérym na:
fig. | przedstawiono schemat otrzymywania chiralnej pochodnej 2-azabicykloalkanowe;
z podstawnikiem dansylowym o wzorze 1,
fig. 2 przedstawiono strukture rentgenograficzng chiralnej pochodnej 2-
azabicykloalkanowej z podstawnikiem dansylowym,
fig. 3 przedstawiono cytotoksycznosé chiralnej pochodnej 2-azabicykloalkanowej z
podstawnikiem dansylowym. Zywotnos¢ komorek zostala przedstawiona jako % wartosci
probki kontrolnej, nie traktowanej inhibitorem,
fig. 4 przedstawiono przeciwwirusowa aktywno$¢ chiralnej pochodnej 2-
azabicykloalkanowej z podstawnikiem dansylowym. Ilos¢ DNA wirusowego w pozywce

zostala wyznaczona metoda real-time PCR,



fig. 5 przedstawiono aktywno$¢ przeciwwirusowa chiralngj pochodnej 2-
azabicykloalkanowej z podstawnikiem dansylowym. llos¢ DNA wirusowego w pozywce
zostala wyznaczona metoda real-time PCR (A), natomiast liczbe funkcjonalnych czastek
wirusa wyznaczono metoda testu lysinkowego (B),
fig. 6 przedstawiono mechanizm aktywnosci przeciwwirusowej chiralnej pochodnej 2-
azabicykloalkanowej z podstawnikiem dansylowym. Seria testow funkcjonalnych
polegajacych na dodawaniu inhibitora na réznych etapach infekcji wirusowej pozwala
okresli¢, na jakim etapie nastgpuje hamowanie. Aktywnos$¢ przeciwwirusows
przedstawiono jako liczbg kopii DNA wirusowego w mililitrze pozywki (A) oraz liczbe
jednostek tworzacych tysinke w mililitrze pozywki (B),
fig. 7 przedstawiono wplyw chiralnej pochodnej 2-azabicykloalkanowej z podstawnikiem
dansylowym na rozprzestrzenianie si¢ infekcji HSV-1. Komérki wyznakowano na
obecnos¢ wirusa (zielony), f-aktyny (czerwony) oraz DNA (niebieski).

Aktywnos¢ chiralnej pochodnej 2-azabicykloalkanowej z podstawnikiem
dansylowym o wzorze | przebadano pod katem ich zdolnosci do hamowania proteazy
VP24 ekspresjonowane) przez wirusa HSV-1 in vitro oraz pod katem hamowania replikacji

wirusa HSV-1 w testach komérkowych.,

Przyktad 1. Otrzymywanie chiralnej pochodnej 2-azabicykloalkanowej z podstawnikiem

dansylowym.

Aming egzo-2-azabicykloalkanowg (0,54 mmol) rozpuszcza si¢ w suchym dichlorometanie
(20 mi). Nastgpnie dodawany jest chlorek dansylowy (0,54 mmol) oraz wodorotlenek
potasu (80% nadmiar molowy, 0,97 mmol). Calo$¢ miesza si¢ w temperaturze pokojowej
przez 24 godziny. Mieszaning reakcyjng poddaje sig¢ trzykrotnej ekstrakcji w ukladzie
H;O:CH:Cl:. Polgczone frakcje organiczne suszy si¢ bezwodnym siarczanem sodu. Po
usunigciu srodka suszacego rozpuszczalnik organiczny usuwa sie pod zmnigjszonym
cisnieniem. Otrzymany surowy produkt oczyszcza si¢ wykorzystujge technike
chromatografii kolumnowe;j stosujac jako zloze zel krzemionkowy, natomiast jako eluent
stosuje si¢ chloroform z 5% dodatkiem metanolu (v/v). Otrzymuje sig¢ produkt o Wzorze 1|
w postaci zoltego ciala statego z wydajnoscia 49%, Temperatura topnienia 61-63 °C. [a]p™
=+30.2 (¢ 0,6; CHxCl). '"H NMR (400 MHz, CDCLy): 3 1.10 (m, 4H); 1.22-1.27 (m, 4H);
.41 (s, 1H); 2.09 (m, 2H); 2.23 (m, 1H); 2.86 (s, 10H); 3.64 (q, |H, J=3.0 Hz); 7.07-7.17
{m, 8H); 7.39-7.50 (m; 3H); 8.14-8.16 (m, 1H); 8.22-8.24 (m, 1H); 8.45-8.47 (m, 1H). °C



NMR (100 MHz, CDCL): §20.2.27.1,27.9, 39.8, 41,6, 45.5, 48.8, 53.0, 62.3.63.2, 115 .2,
1188, 12?.3‘-]30‘2, 134.9,135.9, 144.2, 145.0, 186.0. FT-IR: 635, 789, 1144, 1162, 1316,
1453, 1575, 1613, 2787, 2934, 3309, 3393 cm’'; HRMS (ESI- TOF) m/z: [M+H]
464.2375; obliczone dla [Cy:HuN;0,S]: 464.2366. Analiza rentgenograficzna produktu.

przedstawiona zostala na fig. 2.

Przyklad 2. Okresélenie aktywnosci chiralnej pochodnej 2-azabicykloalkanowe;

z podstawnikicm dansylowym wobec proteazy VP24 wirusa HSV-1.

Celem okreslenias  aktywnosci  chiralne] pochodnej 2-azabicykloalkanowej =z
podstawnikiem dansylowym przeprowadzono pomiar aktywnosci enzymatycene) proteazy
VP24 wirusa HSV-1 przy uzyciu techniki HPLC. W tym celu przygotowano
rekombinowang proteazg VP24 wirusa HSV-1 o stezeniu 50 pg/ml w buforze Tris (500
mM NaCl, 530 mM Trs, 2 mM imidazol, 3% glicerol, pH 7,5} ktére inkubowano preez |
godzing w  temperaturze  pokojowej w  obecnosci  chiralngj  pochodnej  2-
azabicykloalkanowej z pedstawnmikiem dansylowym w stezeniu 100 uM w DMSO, Probka
kontrolna inkubowana byla tylko z DMSO. Po tym c¢zasie do probek dodano substrat
proteazy VP24 wirusa HSV-1 (o sekwenc)i HTYLQASEKFKMW-NH:) w stgzeniu 100
uM w DMSO i przeprowadzono analize HPLC mieszaniny, Pomiar powtarzano w réwnych
0$t¢pach czasowych, Procent inhibic)i wyznaczono na poadstawie pola powierzchni sygnalu
pochodzacego od powstajacego produktu dla probki analizowanej w obecnosci chiralngj
pochodnej 2-azabicykloalkanowej z podstawnikiem dansylowym wzgledem sygnalu
pochodzacego od  powstajacego produktu w probee kontrolne]. Wantodei  zostaly

znormalizowane przez odjecie wartosci dla linii bazowej (Tabela 1).

Tabela 1. Zestawienie wynikow hamowania proteazy VP24 wirusa HSV-1 przez chiralnveh

pochodnych 2-azabicykloalkanowych = podstawnikiem dansylowym.
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Zwiazek wg wynalazku 21,73 20,02




Przykiad 3. Wplyw chiralnej pochodnej 2-azabicykloalkanowej z podstawnikiem

dansylowym na zywotnos¢ komérek.

Cytotoksycznos$¢ zwiazku sprawdzono z wykorzystaniem testu XTT. Analiza zostata
przeprowadzona na linii komorkowej Vero E6 (komorki nabtonka nerki Cercopithecus
aethiops, ATCC CRL-1586), ktora jest permisywna dla wirusa HSV-1. Test ten opiera si¢
na badaniu aktywnosci enzyméw mitochondrialnych, poprzez okreslenie ich zdolnosci do
redukeji substratu do barwnego produktu. Zywotnosé komérek wyznaczono przez pomiar
absorbancji przy 450 nm w stosunku do kontroli, ktérg stanowily komérki hodowane w
pozywce bez dodatkow. Komorki hodowano przez 2 dni w pozywce DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) suplementowanej 3% inaktywowanej termicznie plodowej

surowicy cielgcej (FBS) oraz penicyling i streptomycyng, z dodatkiem badanego zwigzku.

W testowanym zakresic stezenn badany zwiazek nie wykazal znaczacej toksycznosci

wzgledem komorek.

Przykiad 4. Wplyw chiralnej pochodnej 2-azabicykloalkanowej z podstawnikiem
dansylowym na replikacje wirusa opryszczki typu 1 (HSV-1).

Po ustaleniu st¢zenia zwiagzku nie wplywajgcego toksycznie na komérki zbadano ich
wplyw na replikacj¢ wirusa HSV-1. Komorki preinkubowano z inhibitoramem o steZeniu
10 pg/ml przez 30 min, a nastepnie, nadal w obecnosci inhibitora, zakazano wirusem
HSV-1, szczep 17 o TCIDsy (tissue culture infective dose, dawka zakazajaca 50% hodowli
tkankowej) = 400 na mililitr. Po 2 godzinach usuwano niezwiazane czastki wirusa przez 3-
krotne przemycie roztworem PBS i inkubowano, rowniez w obecnosci inhibitora, przez
kolgjne 2 dni. Po tym czasie z pozywki komodrkowej izolowano DNA wirusowe i
wykorzystywano je jako matrycg w reakcji ilosciowej real-time PCR (sekwencje starterow:
forward 5-CAT CAC CGA CCC GGA GAG GGA C-3', reverse 5'-GGG CCA GGC GCT
TGT TGG TGT A-3', sonda 5-FAM CCG CCG AAC TGA GCA GAC ACC CGC GC
BHQI1-3). Zdolnos¢ zwigzku do hamowania replikacji HSV-1 wyznaczono jako
logarytmiczny spadek liczby kopii DNA wirusowego w mililitrze pozywki.



Testowany zwiazek - chiralna pochodna 2-azabicykloalkanowa z podstawnikiem
dansylowym jako inhibitor proteazy VP24 wykazuje dzialanic przeciwwirusowe

i efektywnie hamuje namnazanie si¢ wirusa HSV-1 ok. 10 000-krotnie (4 log).

Przyklad 5. Ustalenie skutecznego stgzenia chiralnej pochodnej 2-azabicykloalkanowej z

podstawnikiem dansylowym .

Aby ustali¢ skuteczna dawke chiralnej pochodnej 2-azabicykloalkanowej z podstawnikiem
dansylowym wykonano test jak powyzZej z wykorzystaniem roznych stezen inhibitora w
zakresie 0,1 — 100 uM. Wyniki analizowano metoda PCR w czasie rzeczywistym oraz testu

lysinkowego.

Wartos¢ ICso wyznaczona metoda real-time PCR wynosi 3,947 £+ 1,443 pg/ml, natomiast
metoda testu lysinkowego 4,346 + 00,5612 pg/ml. Warto$¢ indeksu selektywnosci
wyznaczona metoda real-time PCR wynosi >2533, natomiast wyznaczona metoda testu

tysinkowego >23.

Przyktad 6. Mechanizm aktywnosci przeciwwirusowej chiralng) pochodnej 2-

azabicykloalkanowej z podstawnikiem dansylowym.

Mechanizm aktywnoséci przeciwwirusowej inhibitora zbadano przy pomocy serii testow
funkcjonalnych opierajacych sie na zastosowaniu inhibitora na roznych etapach infekcji
Wirusowej:

o Test I (test inakiywacji) — czy chiralna pochodna 2-azabicykloalkanowej z
podstawnikiem dansylowym oddziatuje bezposrednio z wirusem, czyniac go
niezdolnym do zakazenia komorek?

o Test Il (test interakcji) — czy chiralna pochodna 2-azabicykloalkanowej z
podstawnikiem dansylowym oddzialuje bezposrednio z komoérka, czyniac ja
odporna na zakazenie wirusem?

e Test Ill (test adsorpcji) — czy chiralna pochodna 2-azabicykloalkanowej z
podstawnikiem dansylowym zakloca interakcj¢ wirusa z jego czymnikiem
adhezyjnym na powierzchni komorki, uniemozliwiajac przylaczanie si¢ wirusa do

komorki?



o Test IV flest skladania, pakowania i wwalniemia) — czy chiralna pochodna 2-
azabicvkloalkanowej z podstawnikiem dansylowym zakloca pézne etapy infekeji
wirusowej (np. skladanie, pakowanie, uwalnianie) uniemozliwiajgc powstanie

zakaznych wiriondw potomnych,

Ustalono, ze zahamowanie replikacji wirusa zachodzi na poznych etapach infekgji.
Niewvkluczony jest te2 drugi mechanizm hamowania zachodzacy na etapie adsorpeji

wirusa,

Przykiad 7. Wphyw chiralnej pochodnej 2-azabicykloalkanowej z podstawnikiem

dansylowym na rozprzestrzemianie si¢ infekeji HSV-1.

‘Komérki inkubowano przez godzing w obecnosci 10 000-krotnie rozcienczonego stocku
wirusowego lub kontrolnego lizatu komérkowego {(mock). Nastgpnie niezwigzane czgsiki
wirusa usunigto przez plukanie roztworem PBS, na komorki nalozono pozywke
zawierajaca inhibitor w stgzeniu 10 pM lub czysty p{)?‘:ywkf; jako kontrole i inkubowano
przez kolejne 16 godzin. Po tym czasie komorki utrwalono i poddano barwieniu
immunohistochemicznemu na obecnos$é wirusa (przeciwciala anty-VP5 HSV), f-akiyny
(falloidyna) oraz DNA (DAPI). Preparaty obrazowano przy pomocy mikroskopu
konfokalnego ZEISS LSM 710. Fig. 7 przedstawia pojedyncze przekroje. Widoczne jest
znaczne ograniczenie rozprzesirzeniania infekeji HSV-1 przez inhibitor w postaci
pochodnych 2-azabicykloalkanowych z podstawnikiem dansylowym w stosunku .do

kontroli nie traktowanej inhibitorem.




