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C) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikéw wraz z
omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

1. Cel naukowy na tle wybranych aspektéw badan nad kumarynami

Nadrzednym celem naukowym mojej pracy byta analiza wlasciwosci nowych, syntetycznych
pochodnych hydroksykumaryn, ocena ich aktywnosci biologicznej oraz wylonienie struktur
wiodacych umozliwiajacych poszukiwania nowych chemoterapeutykéw. Uzupetieniem analiz bylo
zdefiniowanie struktury nowo otrzymanych zwigzkéw i analiza oddziatywan migdzyczasteczkowych
metodami spektroskopowymi i dyfrakcji rentgenowskiej. Okreslenie cytotoksycznosci in vitro w
stosunku do ludzkich komérek nowotworowych, ocena aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i/lub
badania powinowactwa do receptorow 5HTia i 5HT2a bylo podstawg badania zaleznos$ci migdzy
struktura i aktywnoscig oraz procedury definiowania struktur wiodacych.

Pochodne kumaryn jako naturalne zwigzki chemiczne (wystepujace czesto w postaci glikozydow) sa
stosowane w lecznictwie. Najbogatszym i najbardziej inspirujacym zrodlem struktur wiodacych
zawierajacych uktad kumaryny i jej pochodnych jest wiec przyroda (rosliny z rodzin selerowatych
(Apiaceae), marzanowatych (Rubiceae), rutowatych (Rutaceae), oliwkowatych (Oleaceae),
bobowatych (Fabaceae), astrowatych (Asteraceae), kasztanowatych (Hippocastanaceae) i
psiankowatych (Solanaceae), a takze bakterie szczepow Streptomyces oraz Aspergillus).! Medycyna
ludowa od dawna wykorzystywata wiasciwosci lecznicze ro$lin, przypisywane cze$ciowo lub
catkowicie wystepujacym w nich kumarynom. Przyktadem moze by¢ lubczyk ogrodowy (Levisticum
officinale), ktory ma zastosowanic w przypadku zaburzen zotadkowych czy zaburzen
miesigczkowania, ale takze kaszlu czy jako $rodek wczesnoporonny, a zawiera kumaryne,
umbeliferon, apertyng i bergapten. Wiele pochodnych kumaryn zawieraja takze takie rosliny, jak ruta
zwyczajna (Ruta graveolens), arcydziggiel litwor (Angelica archangelica), gorysz blotny
(Peucedanum palustre) czy gorysz (Peucedanum praeruptorum).?3

Syntetyczne pochodne kumaryn charakteryzuja si¢ takze zréznicowang aktywnoscig biologiczng.
Wykazuja, miedzy innymi, wlasciwosci przeciwutleniajgce i przeciwzapalne,* przeciwwirusowe,>®
przeciwmalaryczne,” przeciwzakrzepowe,® przeciwbakteryjne® i przeciwnowotworowe.® W literaturze
znajdujemy tez informacje o wplywie kumaryn na os$rodkowy uktad nerwowy, w tym na ukiady
dopaminergiczny, serotoninergiczny, czy na receptory benzodiazepinowe.!!

Aktywne farmakologicznie kumaryny sg bardzo réznicowane strukturalnie (Rysunek 1). Wyrézniamy
trzy zasadnicze podtypy kumaryn: proste (kumaryna, alkoksy-, metoksy-, hydroksy- i
metylenodihydroksykumaryny oraz ich glikozydy, np. umbeliferon, eskuletyna, skopoletyna),
furanokumaryny (np. psoralen, angelicyna i ich pochodna bergapten) i piranokumaryny (np.
ksantyletyna, seselina i ich pochodne).
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Rysunek 1. Wzory chemiczne wybranych kumaryn (nazwy zwyczajowe).

Kumaryny sg sktadnikami wielu lekoéw i preparatow ziotowych obecnych na rynku polskim i rynkach
$wiatowych. Najwazniejsza grupe stanowig tu leki przeciwzakrzepowe — antagonisci witaminy K, jak
warfaryna, fenprokumon czy acenokumarol (Rysunek 2).12'® Zwigzki z tej grupy maja zastosowane
gtéwnie w leczeniu i profilaktyce zakrzepicy zylnej i tetniczej, a takze przy udarach niedokrwiennych
(pacjenci z migotaniem przedsionkow). Nie wplywajg bezposrednio na krzepnigcie krwi lecz
modyfikujg metabolizm witaminy K, niezbgdnej w procesie regulacji biosyntezy czynnikow
krzepniecia krwi.
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Rysunek 2. Wzory chemiczne fenprokumonu, warfaryny i acenokumarolu (nazwy zwyczajowe).

Klorikromen jest takze lekiem przeciwzakrzepowym, nalezagcym do grupy antykoagulantéw, ktory
wplywa na procesy krzepniccia krwi przez utrudnienie agregacji trombocytow (Rysunek 3).}* Jego
analog strukturalny, nieposiadajacy chloru w pozycji C8 pierscienia kumarynowego - karbokromen,
ma natomiast dzialanie rozszerzajgce naczynia wiencowe, zwickszajace objetos¢ przeplywu
wiencowego krwi, dzigki czemu jest wykorzystywany w leczeniu choroby niedokrwiennej serca
(Rysunek 3).% Oba zwigzki nalezg do grupy pochodnych 7-hydroksykumaryny (umbeliferonu).
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Rysunek 3. Wzory chemiczne klorikromenu i karbokromenu (nazwy zwyczajowe).

Kumaryny znalazly takze zastosowanie jako skladniki lekow na zylaki, owrzodzenia i hemoroidy oraz
sktadniki kreméw o dziataniu fotoochronnym. Przyktadem jest tu eskulina, glukozyd eskuletyny,
naturalnie wystepujacy w kwiatach i korze kasztanowca (Flos Hippocastani, Cortex Hippocacastani)
(Rysunek 4).1® Hymekromon (4-metyloumbeliferon), wykazuje natomiast silne dziatanie rozkurczowe,
reguluje wyptyw zo6tci z przewodow zoétciowych, dziata takze zotciotworczo i zotciopednie (Rysunek
4).1
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Rysunek 4. Wzory chemiczne eskuliny i hymerkromonu (nazwy zwyczajowe).

Izofraksydyna, bedaca rowniez pochodng 7-hydroksykumaryny ma szerokie dziatanie
przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, antystresowe, oraz jako $rodek o dziataniu cholagogicznym
(Rysunek 5).1® Kumaryny o dziataniu fotouczulajgcym, takie jak 8-metoksypsoralen (ksantotoksyna,
metoksalen) uzywane sg w leczeniu tuszczycy, egzemy i bielactwa, ale takze przy nowotworach skory,
poniewaz zwigkszajg jej wrazliwo$¢ na promieniowanie UVA (Rysunek 5).1
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Rysunek 5. Wzory chemiczne izofraksydyny i 8-metoksypsoralenu (nazwy zwyczajowe).

Przedstawiony powyzej krotki przeglad kumaryn jako substancji czynnych w roéznorodnych srodkach
leczniczych obrazuje szeroki zakres dziatania biologicznego tych zwigzkéw. W dalszej czgSci pracy
chciatabym skoncentrowa¢ si¢ na pochodnych kumaryn jako zwiazkach o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym, przeciwnowotworowym oraz posiadajacych wptyw na osrodkowy uktad
nerwowy, w tym na uklad serotoninergiczny. Zobrazuje tym samym aktualny stan badan nad



kumarynami, ktérych zainspirowaly mnie do poszukiwan nowych chemoterapeutykow w tej grupie
zwigzkow.

1.1.Pochodne kumaryn jako zwiazki o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym

W ostatnim czasie coraz wigcej mikroorganizméw uodparnia si¢ na dziatanie powszechnie
stosowanych lekow, w zwigzku z czym pojawia si¢ potrzeba stosowania nowych terapii i lekow.
Istnieje wiele zwigzkow naturalnych hamujacych zakazenia mikroorganizmami i w nich upatruje si¢
wielkie bogactwo substancji potencjalnie uzytecznych w walce z tym problemem.'® Dlatego zwiagzki
wystepujace w roslinach sg zrodlem substancji wiodacych dla poszukiwan potencjalnych lekow
syntetycznych.?2  Wsrdéd klas zwigzkow naturalnych wazng pozycje zajmujg kumaryny.
Zainteresowanie kumarynami jest zwigzane z ich aktywnoscig antybakteryjng w stosunku do bakterii
Gram—dodatnich i Gram—ujemnych, ktére doprowadzito do opracowania antybiotyku kumarynowego
— nowobiocyny i jej analogéw — chlorobiocyny, kumermycyny Al itp. (Rysunek 6).2122 Zwigzki te sa
skutecznymi inhibitorami gyrazy B i wykazuja aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec szczepéw MRSE
(Staphylococcus epidermidis oporny na metycyling) i MRSA (Staphylococcus aureus odporny na
metycyling), posiadaja jednak ograniczenia zwigzane z toksyczno$cia, rozpuszczalno$cia i ponownym
rozwojem opornosci, dlatego wcigz poszukuje si¢ ich skuteczniejszych i bezpieczniejszych w
stosowaniu analogow.
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Rysunek 6. Wzory chemiczne nowobiocyny, chlorobiocyny i kumermycyny Al.



Badania pochodnych 4,7-dihydroksy oraz 7-hydroksykumaryn o mniej skomplikowanej budowie, np.
zwigzkoéw posiadajacych diugi tancuch weglowodorowy, jak ostrutyna czy ammorezynol (Rysunek 7),
wykazaty ich skutecznos¢ przeciwko bakteriom Gram dodatnim, takim jak Bacillus megaterium,
Micrococcus luteus, Micrococcus lysodeikticus, and Staphylococcus aureus.?®

ammorezynol

ostrutyna

Rysunek 7. Wzory chemiczne ostrutyny i ammorezynolu (nazwy zwyczajowe).

Pochodna furanokumaryny, antogenol dziata przeciwko Enterococcus, a imperatoryna wykazuje
aktywno$¢ przeciwko Shigella dysenteriae.?® Inne zwigzki godne uwagi to benzoesan aegelinolu i
agasylina, pochodne piranokumaryn o antybakteryjnym dzialaniu przeciwko klinicznym szczepom
Staphyloccocus aureus, Salmonella typhi, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes oraz
Helicobacter pylori.?
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Rysunek 8. Wzory chemiczne antogenolu, imperatoryny, aegelinolu i agasyliny (nazwy zwyczajowe).

Ostenol wykazal znaczaca aktywno$¢ przeciwbakteryjna i przeciwgrzybicza wzgledem szczepow
Candida albicans, Fusarium solani i Aspergillus fumigatus (Rysunek 9).24% Ostol natomiast, wykazat
aktywnos$¢ przeciwko takim grzybiczym patogenom roslinnym jak Rhizoctonia solani, Phytophtora
capsici, Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum oraz Fusarium graminearum (Rysunek 9).2% Inne,
wazne pochodne o znaczeniu przeciwgrzybiczym to psoralen (Rysunek 1), imperatoryna (Rysunek 8) i
ostrutyna (Rysunek 7).
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Rysunek 9. Wzory chemiczne ostenolu i ostolu (nazwy zwyczajowe).
1.2. Pochodne kumaryn jako zwigzki o dziataniu przeciwnowotworowym

W piSmiennictwie naukowym mozna znalez¢ wiele dowodow na to, ze kumaryna i jej pochodne
wykazujg wlasciwosci przeciwnowotworowe.? Sama kumaryna, a takze jej aktywny metabolit
umbeliferon wykazuja aktywno$¢ cytostatyczng i proapoptotyczng w stosunku do linii komérkowych
raka pluc, niedrobnokomoérkowego raka ptuc, gruczolaka, czerniaka, raka prostaty itp.
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Rysunek 10. Wzory chemiczne pochodnych kumaryn wykazujacych dziatanie przeciwnowotworowe:
a) 24-difenylo-4H,5H-pirano[3,2-c]chromen-5-on, b) 3-fenylo-7-(2-(piperydylo)etoksy)-4-(4-(2-
(piperydylo)etoksy)fenylo)-2H-chromen-2-on, ¢) 7-metoksy-3-fenylo-4-(4-(2-(piperydylo)etoksy)
benzoilo)-2H-chromen-2-on, d)  5-hydroksy-6-(5-(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)-4,5-dihydro-1H-
pyrazo-3-ilo)-7-metoksy-2H-chromen-2-on, e) decursinol (nazwy chemiczne).

Liczne pochodne syntetyczne wykazuja dziatanie przeciwko roéznego typu komoérkom
nowotworowym, miedzy innymi hybrydy kumarynowo-chalkonowe dajg obiecujgce rezultaty wobec
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linii komoérkowych raka okreznicy HCT 116, raka trzustki MiaPaCa-2 (Rysunek 10a); pochodne 7-
hydroksykumaryny wobec raka piersi MCF-7, MDA-MB-231, ptuc A-549 czy raka szyjki macicy
HelLa (Rysunek 10b),c)); pochodne 4,7-dihydroksykumaryny — wobec linii komorek biataczkowych
CCRF-CEM i MOLT-4 (Rysunek 10d)).?® Wysoki potencjal przeciwnowotworowy drzemie takze w
ostolu (Rysunek 9) i imperatorynie (Rysunek 8). Indukuja one apoptoze w komorkach biataczkowych
HL-60, dodatkowo imperatoryna dziata na linie nowotworowe watrobowo-komorkowe HepG2, a ostol
na komorki raka sutka MCF-7 i raka piersi MDA-MB 231.2 Agasylina, benzoesan aegelinonu
(Rysunek 8) i ostol (Rysunek 9) wykazuja dziatanie na komorki raka pluc A549.2® Natomiast
decursinol daje obiecujace rezultaty w badaniach nad komorkami raka prostaty, ptuc czy piersi
(Rysunek 10).#

1.3.Pochodne kumaryn jako zwigzki wykazujace powinowactwo do receptorow osrodkowego
uktadu nerwowego

Syntetyczne 1 naturalne kumaryny moga mie¢ zastosowanie w terapii zaburzen psychicznych o
podtozu neurodegeneracyjnym, takich jak choroby Alzheimera, Parkinsona, schizofrenia, epilepsja czy
depresja. Pochodne 7-hydroksykumaryny potaczone tancuchem alkilowym =z fragmentem
arylopiperazynylowym wykazuja dzialanie antagonistyczne wobec receptorow serotoninowych.!* W
literaturze naukowej mozna znalez¢é kilka przyktadow dotyczacych modyfikacji pochodnych 7-

hydroksykumaryny w celu podwyzszenia powinowactwa do tych receptoréw (Rysunek 11).28-3
a)
N/\ X
K/ N ~ >N
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Rysunek 11. Wzory chemiczne pochodnych kumaryn wykazujacych powinowactwo do receptoréw
serotoninowych: a) 4-metylo-7-(4-(4-fenylopiperazynylo)butoksy)-2H-chromen-2-on, b) 8-chloro-7-
(4-(4-(6-fluorobenzo[d]izoksazo-3-ylo)piperydynylo)butoksy)-4-metylo-2H-chromen-2-on, c) 7-(4-(4-
(6-fluorobenzo[d]izoksazo-3-ylo)piperydynylo)butoksy)-6-metylo-2,3-dihydrocyklopenta[c]chromen-
4(1H)-on (nazwy chemiczne).
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Dodatkowo skopoletyna i psoralen (Rysunek 1) wykazaly dziatanie antydepresyjne w badaniach in
vivo.!'! Ensakulina natomiast wykazala wysokie powinowactwo do receptorow serotoninowych 5-
HT1a, 5-HT>, adrenergicznych al i dopaminergicznych D2, D3 (Rysunek 12).11

enaskulina

Rysunek 12. Wzor chemiczny ensakuliny (nazwa zwyczajowa).
2. Wyniki

Chociaz kumaryny przedstawione w sekcjach 1.1-1.3 maja zréznicowang budowe, mozna
zaobserwowac, ze obecnos$¢ grupy hydroksylowej i ugrupowan aminowych jest kluczowa dla wielu
zwigzkéw aktywnych biologicznie. Uderzajacy jest jednak brak danych na temat pochodnych
zawierajacych grupe hydroksylowa w potozeniu C5 pierscienia kumaryny. Dlatego moje badania
opartam na hydroksykumarynach zawierajacych to ugrupowanie w pozycjach C5 lub C7 pierscienia
kumarynowego. Przedstawiona rozprawa habilitacyjna pt. ,,Pochodne hydroksykumaryn jako struktury
wiodace w poszukiwaniu nowych chemoterapeutykow” obejmuje cykl szesciu prac (H-1 — H-6).
Poszczegolne publikacje opisuja procedury Syntetyczne dotyczace nowych pochodnych
hydroksykumaryn, dokumentujg ich tozsamos$¢ za pomocg widm NMR, MS (H-1 — H-6), strukture w
ciele statym za pomoca analizy rentgenostrukturalnej dla wybranych pochodnych (H-1 — H-4) oraz
opisuja badania cytotoksycznos$ci w stosunku do komoérek niedrobnokomorkowego raka ptuc A549,
czerniaka HTB140 i ludzkiego raka prostaty DU145 (H-1 — H-3), badania mikrobiologiczne w
stosunku do szeregu szczepoéw bakteryjnych (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus
aureus ATCC 6538P, Micrococcus luteus ATCC 10240, Bacillus cereus ATCC 11178, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 and Enterococcus hirae ATCC 10541,
Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442) i grzybiczych (Candida albicans ATCC 10231, Candida albicans ATCC 2091,
Candida parapsilosis ATCC 22019) (H-3) i/lub powinowactwa do receptorow serotoninowych (H-4 —
H-6).

Zamieszczony komentarz zawiera zwigzte omowienie uzyskanych wynikoéw z podkresleniem ich
istotno$ci. Wszystkie szczegoly takie jak, przepisy preparatywne, dokumentacja spektralna,
dodatkowe tabele wynikow, metodyka badan sa zawarte w wymienionych publikacjach i ich
suplementach.

Moje poszukiwania nowych chemoterapeutykoéw obejmowaty:
1. Wybor struktur wiodgcych i projektowanie nowych struktur (H-1 — H-6).
2. Optymalizacje¢ procesow syntezy i oczyszczania (H-1 — H-5).
3. Syntez¢ nowych pochodnych kumaryn (H-1 — H-6).
4. Identyfikacje struktur nowych pochodnych za pomocg widm *H NMR, 3C NMR i MS (H-1 —
H-6)
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5. Analize rentgenostrukturalng wybranych pochodnych (H-1 — H-4).

6. Okreslenie aktywnosci biologicznej w oparciu o testy cytotoksycznosci, badania
mikrobiologiczne i powinowactwa do receptoréw serotoninowych (H-1 — H-6).

7. Analize zalezno$ci struktura-aktywno$¢ i sprecyzowanie najbardziej obiecujacych kierunkow
poszukiwan (H-1 — H-6).

8. Zdefiniowanie nowych struktur wiodacych (H-1 — H-6).

Jak wykazatam w czgsci pierwszej, kumaryny sg wazng grupa zwiazkéw o szerokim zakresie dziatania
biologicznego. Tematem moich zainteresowan byty pochodne 7- i 5-hydroksykumaryn. Przyktadowe
zwigzki zaprezentowane na podstawie doniesien literaturowych, naleza glownie do grupy 7-
hydroksykumaryn. Uktady te sa najszerzej opisang grupa pochodnych kumarynowych, obok 4 i 6-
hydroksykumaryn. Literatura naukowa dotyczaca 5-hydroksykumaryn stanowi niewielki odsetek
wszystkich prac, prawdopodobnie ze wzgledu na niskie rozpowszechnienie wsrod naturalnych
kumaryn, izolowanych z roslin. W zwiazku z tym 5-hydroksykumaryny sa niewykorzystang baza w
poszukiwaniach nowych zwigzkow posiadajacych potencjat terapeutyczny.

W pi$miennictwie naukowym powszechnie uzywa si¢ nazw zwyczajowych kumaryny i jej
pochodnych. Nazwy systematyczne tworzy si¢ dwojako — przez dodanie nazw podstawnikow i ich
lokantow do nazwy zwyczajowej (benzo-a-piron lub kumaryna) lub z uzyciem nazwy uktadu 2H-
chromen-2-on. W moich pracach takze zastosowatam dwojakie nazewnictwo, w zalezno$ci od
wymagan czasopisma i wskazéwek edytora i recenzentow.

Trzema pierwszymi strukturami wiodagcymi w moich badaniach byly 5-hydroksy-4,7-
dimetylokumaryna (Sa), 6-acetylo-5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryna (Sb) oraz 8-acetylo-7-
hydroksy-4-metylokumaryna (Sc). Wszystkie wymienione zwigzki zawieraja szkielet kumaryny z
grupa hydroksylowa w pozycji C5 lub C7 pierScienia kumarynowego, o czym wspominatam w
poprzednim paragrafiec. Dodatkowo zaplanowatam wprowadzenie do struktur wiodacych grup
metylowych w pozycji C4 pierScienia kumaryny, ktore wedlug wielu autorow, poprawiaja
wiasciwosci farmakoforowe hydroksykumaryn, szczegélnie w odniesieniu do opisanego wczesniej
powinowactwa do receptorow serotoninowych.?3! Dla pochodnych 7-hydroksykumaryny, grupa
acetylowa w pozycji C8 pier§cienia kumaryny byta natomiast wskazywana w literaturze, jako element
zwigkszajacy aktywno$¢ mikrobiologiczng i cytotoksyczng. Dlatego postanowilam wprowadzié¢
ugrupowanie acetylowe rowniez do zaplanowanych pochodnych 5-hydroksykumaryny.®?

W pierwszym etapie badan zsyntetyzowalam struktury wiodace z zastosowaniem ogrzewania
konwencjonalnego (czasza grzejna lub taznia wodna). Byly to 5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryna
(Sa), 6-acetylo-5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryna (Sb) oraz 8-acetylo-7-hydroksy-4-metylokumaryna
(Sc). W zwiazku z tym, ze przepisy literaturowe nie zawsze pozwalaly na uzyskanie wymienionych
zwigzkow o odpowiedniej czystosci 1 z dostateczng wydajnoscig, modyfikowatam i wprowadzatam
zmiany (temperatura, rozpuszczalnik, dlugo$¢ ogrzewania) do istniejacych procedur. 5-Hydroksy-4,7-
dimetylokumaryna (Sa) powstata w wyniku kondensacji Pechmanna z orcynolu (1,3-dihydroksy-5-
metylobenzenu) i acetylooctanu etylu. Zwigzki ogrzewatlam w toluenie (temperatura wrzenia) z
zastosowaniem kwasu p-toluenosulfonowego (PTSA) jako katalizatora, wode powstajaca w czasie
procesu, odprowadzalam za pomocg nasadki azeotropowej. Produkt oczyszczatam za pomoca
krystalizacji z etanolu (Schemat 1).3 Nastepnie otrzymatam produkt posredni, 5-acetoksy-4,7-
dimetylokumaryng w reakcji 5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny z bezwodnikiem octowym.
Mieszanina reagentow byla ogrzewana przez godzing w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika,
nastepnie wylana na wodg¢ z lodem, produkt posredni zostat odsaczony i po wysuszeniu oczyszczony
przez krystalizacje z etanolu (Schemat 1).3* W kolejnym etapie 5-acetoksy-4,7-dimetylokumaryne
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poddatam przegrupowaniu Friesa przez ogrzewanie z chlorkiem glinu. 6-Acetylo-5-hydroksy-4,7-
dimetylokumaryng (Sb) wyodrebnitam przez dodanie do mieszaniny poreakcyjnej wody z lodem,
zakwaszenie kwasem solnym i wytracenie osadu w czasie ogrzewania na tazni wodnej (Schemat1).

OH OH
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Schemat 1. Schemat syntezy 5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny (Sa) i 6-acetylo-5-hydroksy-4,7-
dimetylokumaryny (Sb).

8-Acetylo-7-hydroksy-4-metylokumaryne (Sc) otrzymatam metoda kondensacji Pechmana przez
ogrzewanie pod nasadka azeotropowa dihydroksyacetofenonu i 3-oksobutanianu etylu w toluenie w
obecnosci kwasu p-toluenosulfonowego. Osad produktu wytracitam przez wylanie mieszaniny
reakcyjnej do wody z lodem, odsaczenie i krystalizacje z etanolu (Schemat 2).3* 5-Hydroksy-4,7-
dimetylokumaryna (Sa) i 6-acetylo-5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryna (Sb) zostaty wykorzystane
jako struktury wiodgce w pracach H-1, H-3 i H-4. 8-Acetylo-7-hydroksy-4-metylokumaryna (Sc)
zostata wykorzystana jako substrat w pracy H-5 i H-6.

Trzema kolejnymi strukturami wiodacymi byly, wykorzystane w pracy H-2 analogi seseliny i
alloksantoksyletyny—  5-hydroksy-2’,2’ 4-trimetylopirano[2°,3’-f]-(8H)-chromen-2-on ~ (Sd), 7-
hydroksy-2’,2’° 4-trimetylopirano[2’,3’-f]-(8H)-chromen-2-on  (Se) i  7-hydroksy-2’,2’-
dimetylopirano[2°,3’-f]-(8H)-chromen-2-on (Sf). Zwiagzki o analogicznej budowie byly wielokrotnie
opisywane w literaturze jako uktady posiadajace potencjal przeciwnowotworowy.®“% Struktury
wiodace Sd, Se i Sf zaplanowatam z uwzglednieniem tych samych przestanek co struktury Sa, Sb i
Sc. Uwzglednitam wiec wprowadzenie grupy metylowej w pozycje C4 pierscienia kumaryny (Sd i Se)
oraz zaplanowatam pordwnanie dziatania biologicznego otrzymanych zwigzkéw do analogéw bez
grupy metylowej w tym miejscu (Sf). Ponadto zaplanowatam synteze tak, zeby struktury wiodace
podsiadaty grupe hydroksylowa w pozycji C5 (Sd) lub C7 (Se i Sf) pierscienia kumaryny. Dodatkowy
pierscien piranowy w tego typu uktadach moze si¢ tworzy¢ po tej samej lub po przeciwnej stronie W
stosunku do grupy laktonowej kumaryny, w zaleznosci od tego, czy w zamknigciu pierScienia
uczestniczy grupa hydroksylowa C5 czy C7.

Zwiazki Sd i Se zostaly otrzymane przez ogrzewanie konwencjonalne 5,7-dihydroksy-4-
metylokumaryny, pirydyny i 4,4-dimetoksy-2-metylobutan-2-olu w atmosferze azotu, w temperaturze
148-152 °C. Po kilkustopniowym oczyszczaniu otrzymatam S5-hydroksy-2’,2’ 4-trimetylopirano[2°,3’-
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f]-(8H)-chromen-2-on (Sd) i 7-hydroksy-2’,2’ 4-trimetylopirano[2’,3’-f]-(8H)-chromen-2-on (Se)
(Schemat 3).

’ WO\/ toluen N
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Schemat 2. Schemat syntezy 8-acetylo-7-hydroksy-4-metylokumaryny (Sc).

Opisana metoda byta czasochlonna (8h grzania), wymagata takze wielogodzinnego, klopotliwego
oczyszczania z uzyciem benzenu. Jej wydajno$¢ natomiast byta dos¢ staba (15,5%). Dlatego
postanowitam zastosowa¢ inng metode ogrzewania by zoptymalizowa¢ wydajnos¢ reakcji i ograniczy¢
czas oraz zuzycie odczynnikow w czasie oczyszczania produktow. Dlatego te same zwigzki
otrzymatam z zastosowaniem ogrzewania mikrofalowego. Promieniowanie mikrofalowe stosowane w
syntezach organicznych umozliwia skrocenie czasu trwania reakcji w pordéwnaniu do procesow
prowadzonych z zastosowaniem ogrzewania konwencjonalnego. Dodatkowo metoda ta pozwala na
zminimalizowanie kosztow procesow, czesto takze na zwigkszenie ich wydajnosci oraz zmniejszenie
ilosci lub catkowite wyeliminowanie rozpuszczalnikow, ktére sg niezbedne do prowadzenia syntez w
sposob tradycyjny. W przypadku syntezy zwigzkéw Sd i Se zastosowanie promieniowania
mikrofalowego pozwolito zdecydowanie skroci¢ czas syntezy, ograniczy¢ zuzycie octanu etylu,
metanolu i benzenu, natomiast wymusito zastosowanie kolumny chromatograficznej, z chloroformem
jako eluentem, do rozdzielenia mieszaniny poreakcyjnej. W rezultacie wydajno$ci obu proceséw byty
takze porownywalne (15,5-15%).

OH
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\ o piryay 2

HO O @)
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Schemat 3. Schemat syntezy 5-hydroksy-2’,2’,4-trimetylopirano[2’,3’-f]-(8H)-chromen-2-onu (Sd) i
7-hydroksy-2’,2’ 4-trimetylopirano[2°,3’-f]-(8H)-chromen-2-onu (Se).
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Zastosowanie 5,7-dihydroksykumaryny, 3-metylo-2-buten-1-alu, pirydyny i temperatury ogrzewania
115 °C pozwolito otrzymaé, po kilkuetapowym oczyszczaniu, 7-hydroksy-2’,2’-dimetylopirano[2’,3’-
f]-(8H)-chromen-2-on (Sf), bedacy ostatnig substancja wiodacg zastosowang w opisywanych pracach
(Schemat 4).
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Schemat 4. Schemat syntezy 7-Hydroksy-2’,2’-dimetylopirano[2°,3’-f]-(8H)-chromen-2-on (Sf).

Szereg doniesien literaturowych wskazuje na aktywno$¢ biologicznag bromowanych pochodnych
kumaryn. Zwiagzki te wykazuja dzialanie cytotoksyczne, mikrobiologiczne, antyoksydacyjne,
przeciwzapalne i przeciwwirusowe.** Rowniez kompleksy metali z réznymi zwigzkami okazaty sie
biologicznie aktywne, a badania nad nimi rozwijajg si¢ intensywnie. Odkrycie, ze kompleksy kumaryn
z jonami metali moga by¢ bardziej skuteczne, niz wyjéciowe kumaryny wytyczyto nowe kierunki
badan.*” Liczne do$wiadczenia wykazaty, ze takie kompleksy mogg by¢ z powodzeniem stosowane w
leczeniu r6znych chordb o podiozu bakteryjnym czy grzybiczym. Kompleksy kumaryn z metalami
czesto majg silniejsze dziatanie farmakologiczne i w wielu przypadkach sa mniej toksyczne niz
wyjsciowy  liganda. Wpykazuja one  wlasciwosci  przeciwgrzybicze, antybakteryjne i
przeciwnowotworowe. Na przyktad, kompleksy Cu(ll) z kumarynami wykazaly aktywnos¢
przeciwbakteryjng wobec Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa i
Bacillus subtilis, przeciwgrzybicza wobec Candida albicans, Aspergillus clavatus i Aspergillus Niger
oraz przeciwgruzlicza wobec Mycobacterium tuberculosis.*® Miedz jest endogennym pierwiastkiem,
niezbednym do prawidlowego funkcjonowania organizmu czlowieka, wiec sugeruje si¢ mniejszy
wplyw toksyczny tego pierwiastka niz np. cis-platyny i pochodnych. Nieprawidtlowy poziom tego
mikroelementu skutkuje chorobami uktadu krazenia i o$rodkowego ukladu nerwowego.?95!
Jednocze$nie miedZ peilni wazna role w procesie angiogenezy (wzrostu nowotworu), a wiele typow
nowotworow wigze sie z jej podwyzszonym poziomem.>? Terapie oparte na usuwaniu nadmiaru badz
wyrownywaniu niedoboréw miedzi w organizmie bazuja na zwigzkach chelatujacych ten pierwiastek.

W pracy H-1 postawitam sobie pytanie, czy bromowane pochodne 5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny
(Sa) i 6-acetylo-5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny (Sb) be¢da wykazywaty lepsze dziatanie
biologiczne niz zwiazki wyjSciowe. Poza tym, postanowilam sprawdzi¢, czy kompleksowanie za
pomoca miedzi(ll) - 6-acetylo-5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny (Sb) oraz jej mono i
dibromopochodnej pozwoli otrzymaé aktywniejsze substancje w badaniach in vitro. W tym celu
zsyntetyzowatam bromopochodne wyjsciowych kumaryn. Bromowania kumaryn to procesy
skomplikowane ze wzgledu na specyficzng budowe czasteczki kumaryny, zawierajacg jednoczesnie
pierscien aromatyczny i fragment o, B nienasyconego zwigzku karbonylowego. Z tego wzgledu trudno
przewidzie¢ miejsce podstawienia bromu w czasteczce, nawet poprzez analiz¢ potencjalnych miejsc
przytaczenia bromu charakterystycznych dla danej metody bromowania. W pracy zastosowatam dwie
rézne metody w celu porownania wydajnosci, czasu trwania reakcji oraz miejsca podstawienia bromu
w czasteczce kumaryny w zaleznosci od zastosowanej metody. Obie struktury wiodace Sa i Sb
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poddatam bromowaniu bromem w kwasie octowym (rézne stosunki molowe) oraz bromowaniu za
pomocg N-bromoimidu kwasu bursztynowego (NBS) z zastosowaniem octanu amonu i acetonitrylu
jako rozpuszczalnika. Spodziewatam si¢, ze bromowanie bromem w kwasie octowym umozliwi
otrzymanie pochodnych podstawionych bromem w pier§cieniu kumaryny zawierajagcym grupe
hydroksylowa (mozliwe pozycje C6 i C8 pierScienia kumaryny- aromatyczna substytucja
elektrofilowa), natomiast bromowanie NBS powinno preferowa¢ podstawienie bromem w pozycji C3
pierscienia kumaryny. Zastosowane przepisy literaturowe optymalizowatam stosujac rézne stosunki
molowe reagentow, dzigki czemu okazalo si¢, ze metoda bromowania bromem w kwasie octowym,
przy odpowiednim nadmiarze bromu w stosunku do kumaryny (6:1), takze prowadzi do podstawienia
pozycji C3 w kumarynie, ale tylko dla kumaryny zawierajacej grupe acetylowa (Sh). Dla struktury
wiodacej Sa podstawienie pozycji C3 bromem uzyskalam przez zastosowanie bromowania za pomocg
NBS. Zwiazek 1 otrzymatam przez bromowanie bromem (1:1) w kwasie octowym. Do mieszaniny
poreakcyjnej dodatam tiosiarczanu sodowego w celu usunigcia nadmiaru bromu, a nastgpnie
ekstrahowatam produkt za pomoca chloroformu. Po wysuszeniu i odparowaniu rozpuszczalnika, sucha
pozostato$¢ krystalizowatam 2z kwasu octowego, a nastepnie oczyszczalam na kolumnie
chromatograficznej z uzyciem mieszaniny chloroform-heksan (7:5) jako eluentu. Otrzymatam
dibromopochodng 5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny - 6,8-dibromo-5-hydroksy-4,7-
dimetylokumaryng (1). Tribromopochodng 5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny otrzymatam przez
bromowanie zwigzku wyj$ciowego za pomocg NBS (N-bromoimid kwasu bursztynowego) (stosunek
molowy reagentow 1:3) w obecnosci octanu amonowego, z zastosowaniem acetonitrylu jako
rozpuszczalnika. Produkt — 3,6,8-tribromo-5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryne (2) oczyszczatam przez
krystalizacj¢ z kwasu octowego. Bromopochodne 6-acetylo-5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny (Sb)
otrzymalam w sposob analogiczny do syntezy zwigzku 2: 6-acetylo-8-bromo-5-hydroksy-4,7-
dimetylokumaryne (3) przez bromowanie bromem w kwasie octowym (1:1), dibromopochodng 6-
acetylo-3,8-dibromo-5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryne (4) przez bromowanie nadmiarem bromu w
kwasie octowym (1:6), a nastepnie oczyszczanie za pomocg krystalizacji 1 kolumny
chromatograficznej (Schemat 5).

OH OH

R N Br,/CH5COOH R1 X R3
lub NBS/CH3;COONH,
IACN

O @] o) e}

R,
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Sb: R1=COCH3 2: R1=Br, R2=Br, R3=Br
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4. R1=COCH3, R2=Br, R3=Br

Schemat 5. Schemat syntezy bromopochodnych 5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny (Sa) i 6-acetylo-5-
hydroksy-4,7-dimetylokumaryny (Sb).

Nowe zwiazki zostaly scharakteryzowane za pomocg widm H NMR, *C NMR i MS. W celu
dodatkowego potwierdzenia struktury i konformacji w ciele statym, dla 3,6,8-tribromo-5-hydroksy-
4,7-dimetylokumaryny (2) wykonana zostata rentgenowska analiza strukturalna (szczegoty w pracy H-
1). Dla pozostatych zwigzkow nie udato si¢ uzyska¢ monokrysztatow odpowiedniej jakoSci.
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Nastepnie otrzymalismy kompleksy miedzi(Il) z uzyskanymi wcze$niej pochodnymi Sb, 3 i 4. Synteza
byla prowadzona metoda elektrochemiczng. Anode stanowila blaszka miedziana, funkcje katody petnit
platynowy drut. Do etanolowego roztworu odpowiedniego ligandu (Sb, 3 lub 4) dodawano nadchloran
tetrabutyloamoniowy, ktory petnit funkcje elektrolitu i rozpoczynano elektrolizg, trwajaca ok 2-3 h. Po
zakonczeniu procesu przesaczano mieszaning poreakcyjng, a state produkty byly trzykrotnie
przemywane wodg. Postep reakcji kompleksowania monitorowano metodami spektroskopii w
podczerwieni poroéwnujagc widma zarejestrowane dla substratow i1 produktéw. Do identyfikacji
uzyskanych kompleksow uzyto analizy rentgenowskiej spektroskopii absorpcyjnej (XAS), ktora daje
opis lokalnego otoczenia danego pierwiastka w skali atomowej. Informacje, uzyskane dla nowych
kompleksow, pozwolily ustali¢c wystepowanie miedzi na +2 stopniu utlenienia. Badania EXAFS
(Extended X-Ray Absorption Fine Structure) potwierdzity obecno$¢ czterech atoméw tlenu w
pierwszej strefie koordynacyjnej komplekséw. Za pomoca analizy elementarnej ustalono sktad
pierwiastkowy kompleksow: Cu(Sb)z-H20, Cu(3)2-3H20 i Cu(4)(ClOs) -2,5H:0.

Otrzymane zwiazki — ligandy i kompleksy zbadano in vitro (szczegoty w pracy H-1) w celu
sprawdzenia cytotoksycznosci wzgledem zdrowych komoérek mysich fibroblastow (NIH3T3) i
komorek ludzkiego raka prostaty (DU145) (Tabela 1). 5-Hydroksy-4,7-dimetylokumaryna (Sa) i
miedziowy  kompleks  6-acetylo-5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny  (Cu(Sb).-H,O)  byly
nieselektywne wzgledem komorek nowotworowych, podczas gdy 3,6,8-tribromo-5-hydroksy-4,7-
dimetylokumaryna (2), 6-acetylo-5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryna (Sb) i miedziowy kompleks 6-
acetylo-3,8-dibromo-5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny (Cu(3)2-H20) byly poréwnywalnie aktywne
wzgledem obu badanych linii komdérkowych.

Tabela 1. Przezywalno$¢ komorek [%] po 48h inkubacji z 10uM roztworami badanych zwigzkow.

Sa Sb 1 2 3 4 Cu(Sb), cCu(3) Cu(4)(CIO)
‘H,0 ‘H,0 -2,5H,0
NIH3T3 7146 6245 4444 3347 6442 7345 8349 71%6 88+2
DU145 10649 6443 3243 3845 5046 715 11941 7541 19+3

Najbardziej selektywny okazat sie miedziowy kompleks 6-acetylo-3,8-dibromo-5-hydroksy-4,7-
dimetylokumaryny (4). 6,8-Dibromo-5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryna (1) i 3,6,8-tribromo-5-
hydroksy-4,7-dimetylokumaryna (2) obnizaly zywotnos¢ komorek, a efekt ten zalezat od dawki.
Ligand 3 i jego kompleks wykazaly stabe dziatanie przeciwnowotworowe, jednak sam ligand byt
bardziej selektywny w stosunku do komoérek nowotworowych niz jego miedziowy kompleks. Zwigzek
4 i jego miedziowy kompleks wykazaty aktywnos$¢ biologiczna, przy czym kompleks byt znacznie
bardziej aktywny i selektywny niz ligand. Podsumowujac mozna powiedzie¢, ze obecno$é¢ grupy
acetylowej w strukturze kumaryny, podwyzszata aktywnos$¢, podobnie jak wprowadzenie atomow
bromu. Kompleksowanie bromowanych ligandow za pomoca Cu(ll) zwickszato aktywnosc¢
pochodnych, prawdopodobnie dzigki jednoczesnej obecnosci atomow bromu i miedzi(ll) w
czasteczce.

W kolejnej publikacji H-2 zajetam si¢ badaniami nad pochodnymi piranokumaryn jako zwigzkami
wykazujacymi dziatanie przeciwnowotworowe. Sprawdzitam wplyw grupy metylowej w pozycji C4
pierscienia kumaryny oraz znaczenie poloZenia pier§cienia piranowego wzgledem grupy lakonowej w
kumarynie. Naturalne piranokumaryny — seselina i ksantyletyna (Rysunek 1), wykazaty dziatanie
cytotoksyczne wzgledem linii biataczki mysiej L1210 i komérek raka ptuc SW1573, a ich pochodne
wzgledem linii bialaczkowej P-388.5% 7-Hydroksyalloxantoksyletyna dzialala natomiast przeciwko
komoérkom raka piersi MCF-7, komérkom raka naskorka KB i drobnokomorkowego raka ptuc NCI-
H187.%¢
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W pracy H-2 rozpatrzono tacznie dwanascie pochodnych seseliny i alloksantoksyletyny. Wszystkie
zwiazki byly syntetyzowane z zastosowaniem reaktora mikrofalowego. Zoptymalizowatam przepisy
literaturowe przez dobdr odpowiednich stosunkow molowych reagentdw oraz proby w réznych
rozpuszczalnikach. Ostatecznie 5-hydroksy-2’,2’ 4-trimetylopirano[2°,3’-f]-(8H)-chromen-2-on (Sd),
7-hydroksy-2’,2’ 4-trimetylo  pirano[2’,3’-f]-(8H)-chromen-2-on  (Se) lub  7-hydroksy-2’,2’-
dimetylopirano[2°,3’-f]-(8H)-chromen-2-on (Sf) byly wprowadzane do kolby reakcyjnej tacznie z
trzykrotnym nadmiarem odpowiedniego odczynnika alkilujagcego i weglanem potasu. Jako
rozpuszczalnika uzywatam acetonu. Czynnikami alkilujacymi grupe hydroksylowa (reakcja wedlug
wedtug mechanizmu Sn2) byty chlorowodorki : N-(2-chloroetylo)-N,N-dietyloaminy, N-2-
(chloroetylo)-N,N-dimetyloaminy,  N-(2-chloroetylo)morfoliny i  N-(2-chloroetylo)piperydyny
(Schemat 6). Dzigki alkilowaniu za pomocg tak dobranego zestawu amin alifatycznych, miatam
nadziej¢ uzyska¢ zwigzki o zwigkszonym dzialaniu cytotoksycznym.3! Mieszaning reakcyjng
ogrzewalam w czterech cyklach grzania po 3 minuty, taczny czas ogrzewania wynosit 12 minut.
Postep reakcji monitorowalam za pomoca chromatografii cienkowarstwowej, po jej zakonczeniu
odsaczylam sole nieorganiczne i odparowatam rozpuszczalnik. Pozostalo$¢ oczyszczalam na
kolumnie chromatograficznej z uzyciem chloroformu jako eluenta. Struktury otrzymanych
zwiazkow potwierdzitam za pomoca widm *H NMR, *C NMR i MS.

O R
R4-Cl XN
MW
R,0 o~ o
R=CH, 5-8
R=H  9-12

|
AN N

5,9,13 6,10,14 7,11,15 8,12,16

Schemat 6. Schemat syntezy pochodnych seseliny i alloksantoksyletyny.

Nastepnie wszystkie otrzymane pochodne przeprowadzitam w chlorowodorki z zastosowaniem
metanolu  wysyconego  chlorowodorem. Dla  dwoch — substratow:  7-hydroksy-2°,2°,4-
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trimetylopirano[2’,3’-f]-(8H)-chromen-2-onu (Se) i 7-hydroksy-2’,2’-dimetylopirano[2’,3’-f]-(8H)-
chromen-2-onu (Sf) oraz dla jednej pochodnej O-alkilowanej 5-(2-dietyloamino)etoksy-2,2”,4-
trimetylopirano[2°,3’,f]-(8H)-chromen-2-onu (13) uzyskatam krysztaly bardzo dobrej jakoSci.
Struktury tych zwigzkéw zbadano dodatkowo metodami rentgenowskiej analizy strukturalnej
(szczegoty w pracy H-2).

Tabela 2. Aktywno$¢ antyproliferacyjna testowanych zwigzkéw 5-16 (72h). Wyniki podano w postaci
I1Cso [uM] 1 SI (Indeksu selektywnosci).

Komérki nowotworowe Komorki zdrowe
Zwiazek A549 HTB-140 HaCaT
ICso Sl 1Cso Sl ICso

Sd 56,83 £ 3,02 1,16 44,95+ 2,33 1,47 65,87 + 7,66
Se 57,82+ 3,7 1,14 43,97 +3,9 1,50 66,13 + 5,96
Sf 56,27+4,4 1,17 47,07+ 1,2 1,4 66,05 + 7,09

5 7,3+1,17 1,31 4,6 +0,70 1,87 8,59+1,55

6 7,31 £0,41 1,2 4,3+0,72 2,04 8,79 £ 0,67
7 48,02 £ 5,32 1,16 45,52 +0,91 1,23 55,81+ 5,77

8 6,87 £1,05 1,36 4,25+0,91 1,96 8,35+1,08

9 6,43+ 0,85 15 2,48 £ 1,38 2,85 7,08 £1,17

10 6,54 £ 1,27 1,14 2,8+0,62 2,65 7,43 £1,89
11 8,07+ 0,36 1,09 6,15+ 1,64 1.68 10,34 + 2,28

12 5,86 +£0,48 15 2,98 £0,85 1,65 732+1,3
13 11,31 +£2,68 1,82 8,35+1,85 2,47 20,61 +2,01
14 11,03 + 3,63 1,67 8,08+ 1,15 2,29 18,47 +£0,72
15 47,84 £5,42 1,22 48,03 + 6,5 1,22 58,54 + 0,85
16 10,86 + 1,86 1,62 7,07+1,7 2,48 17,62 +2,51
cisplatyna 1,95+ 0,83 1,46 1,13£0,19 2,51 2,84 £ 1,06
doksorubicyna 0,63 +0,21 1,73 0,47+0,18 2,32 1,09 +£ 0,23

Warto$¢ ICso definiowana jako stgzenie zwigzku odpowiadajace 50% hamowaniu wzrostu komorek. Dane
wyrazono jako $rednig = SD. SI (indeks selektywnos$ci) obliczono dla kazdego zwigzku przy uzyciu wzoru: SI =
ICso dla prawidlowej linii komorkowej / ICso nowotworowej linii komorkowe;j.

W Kkolejnym etapie pracy H-2 oceniliSmy dziatanie cytostatyczne otrzymanych pochodnych
(szczegbly 1 metodyka przeprowadzonych tekstow MTT, LDH, testow czulosci na leki, migracji i
wigzania z aneksyng V, w pracy H-2). Testy przeprowadzono z uzyciem komorek ludzkich
keratynocytow HaCaT, niedrobnokomoérkowego raka ptuc A-549 i komérek czerniaka HTB-140. Jako
substancje referencyjne zostaty zastosowane cisplatyna i doksorubicyna. Wszystkie badane zwigzki
byty mniej toksyczne dla zdrowych komorek HaCaT niz substancje porownawcze (Tabela 2).
Generalnie, nowe pochodne (5-8 i 13-16) posiadaty wyzszg aktywno$¢ niz struktury wiodace (Sd-Sf).
Komorki czerniaka byly zdecydowanie bardziej wrazliwe na testowane zwiazki niz komorki raka ptuc.
Pie¢ zwigzkow (Sd, Se, Sf, 7, 15) wykazalo niskg cytotoksyczno$¢ w stosunku do testowanych
komérek nowotworowych (ICso > 40 uM (43-66 uM)). Wartosci ICso innych pochodnych wynosity <
12 uM: 7-8 uM (HTB-140) i okoto 11 uM (A549) dla zwiazkow 13 i 16 oraz 6-8 uM (A549) i 2-6
uM (HTB-140) dla zwigzkow 5-6, 8-12 i 14. Najwyzszy potencjat cytotoksyczny wzgledem komorek
HTB-140 posiadaty zwiazki 9, 10 i 12, dla ktérych wartosci ICso wahaty si¢ w granicach 2-3 pM,
podczas gdy dla cisplatyny i doksorubicyny wynosity 0,5-1,3 uM.
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Powyzsze rezultaty pokazaly, ze podstawniki dietyloaminowe, dimetyloaminowe i piperydynowe
polaczone z piranokumarynami za pomoca tacznika etoksylowego zdecydowanie podwyzszaly
aktywno$¢ cytotoksyczng badanych zwigzkéw. Obnizenie aktywno$ci powodowata obecnosé
morfoliny, jako podstawnika strukturalnie odbiegajacego od pozostatych amin (dodatkowy atom tlenu
w pier§cieniu). Zwigzki wykazujagce najwyzszg cytotoksycznos¢ (9, 10 i 12) nalezaly do grupy
pochodnych alloksantoksyletyny, pochodne seseliny byly mniej aktywne, co wskazuje na duze
znaczenie usytuowania pierScienia piranowego Ww czasteczce. Przylaczenie dodatkowej grupy
metylowej w pozycj¢ 4 pierScienia piranokumaryny obnizato aktywnos¢ wzgledem komorek czerniaka
(HTB-140), ale nie wptywato na aktywno$¢ wzglgdem komorek niedrobnokomorkowego raka ptuc
(A549) (zwigzki 5-8). Obecnos¢ podstawnika aminoetoksylowego po przeciwnej stronie do grupy
laktonowej w zwiagzku obnizata potencjat cytotoksyczny badanych pochodnych, natomiast jego
obecnos$¢ po tej samej stronie podwyzszata. Wigkszos¢ badanych zwigzkéw powodowata rowniez
wzrost czutosci komoérek nowotworowych na indukowang przez cisplatyne i doksorubicyng
(powszechnie stosowane leki przeciwnowotworowe) $mier¢ komorek. Wplyw badanych zwiazkéw na
indukowang lekami $mier¢ komoérek byt wyzszy dla komoérek nowotworowych niz prawidtowych.
Zaobserwowano wpltyw zwigzkoéw 9, 10 i 12 na efekty dzialania cisplatyny i doksorubicyny. W
kazdym przypadku efekt dziatania badanych zwigzkow zalezat od czasu ich pre-inkubacji z badanymi
komoérkami. Po 1-godzinnej pre-inkubacji komorek zdrowych HaCaT z badanymi zwigzkami, a
nastgpnie inkubacji z cisplatyng lub doksorubicyng, zaobserwowalismy minimalny wptyw zwigzkow
na zywotno$¢ W stosunku do komoérek inkubowanych jedynie z wymienionymi lekami. W tym
przypadku widoczny byt juz jednak wptyw na komorki nowotworowe. Efekt ten rost ze wzrostem
czasu pre-inkubacji i byt najwyrazniejszy dla czasu rownego 6h (najwicksza roznica miedzy
przezywalno$cig komoérek zdrowych i nowotworowych). Zwiazki 9, 10 i 12 indukowaty apoptoze w
komoérkach nowotworowych i zdrowych, jednak pochodne 9 i 10 byty bardziej aktywne w stosunku do
komorek czerniaka HTB-140 niz komoérek niedrobnokomorkowego raka ptuc A549 i ludzkich
keratynocytow HaCaT.

W kolejnej pracy H-3 poswiecitam uwage grupie arylo- i heteroarylopiperazynylowych pochodnych
kumaryn. W czgéci wstepnej autoreferatu wskazatam kilka przykltadow pochodnych 7-
hydroksykumaryny polaczonych tancuchem alkilowym z fragmentem arylopiperazynylowym, ktore
wykazujg dzialanie antagonistyczne wobec receptoréw serotoninowych 5-HTia i 5-HT,a badz
jednoczesng aktywno$¢ wobec receptorow 5-HTia/D, lub wylgcznie wobec receptorow Doa.283t
Istnieja rowniez doniesienia, ze analogiczne pochodne tego typu moga wykazywaé takze
bioaktywno$¢ w innego typu kierunkach.>® Piperazynylowe analogi kumaryn wykazaly dziatanie
antyproliferacyjne miedzy innymi przeciwko komoérkom raka ptuc, piersi, prostaty czy przeciwko
biataczce oraz znaczace dziatanie antybakteryjne i przeciwgrzybicze.®% N-arylopiperazynylowe
pochodne 4-hydroksykumaryny wykazaty dziatanie jako inhibitory acetylocholinoesterazy.’® W
literaturze  naukowej nie bylo dotychczas Zadnych doniesien na temat syntezy
arylo/heteroarylopiperazynylowych pochodnych 5-hydroksykumaryny i na temat potencjalnego
dzialania biologicznego tego typu zwiazkow.

Na poczatku, postawitam sobie zatem pytanie, czy N-arylopiperazynylowe pochodne 5-hydroksy-4,7-
dimetylokumaryny (Sa) i 6-acetylo-5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny (Sb) takze wykaza dziatanie
cytostatyczne/cytotoksyczne/mikrobiologiczne, oraz jaki bedzie wptyw grupy acetylowej na tego typu
dziatanie. Zeby odpowiedzie¢ na zadane pytanie zsyntetyzowalam seri¢ zaplanowanych pochodnych
(Schemat 7). Otrzymatam dwadziescia nowych, nieopisanych w literaturze zwigzkow zawierajacych
tacznik butylowy oraz szereg amin: 1-(2-fluorofenylo)piperazyny, 1-(2-pirazynylo)piperazyny, 1-(3-
metoksyfenylo)piperazyny, mofroliny, 1-(4-nitrofenylo)piperazyny, 1-(4-pirydylo)piperazyny, 1-(4-
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chlorofenylo)piperazyny,  1-(2,3-dichlorofenylo)piperazyny i 1-(2-cyjanofenylo)piperazyny.
Zoptymalizowatam przepisy syntetyczne, stosowane wczesniej do syntezy pochodnych 5-
hydroksykumaryny z aminami alifatycznymi przez liczne proby z zastosowaniem r16znych
rozpuszczalnikow i temperatur ogrzewania, dodatku katalizatorow oraz metod ogrzewania.®?®® Po
ustaleniu optymalnych warunkéw prowadzenia syntezy, w pierwszym etapie syntetyzowalam sole
sodowe 5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny i 6-acetylo-5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny przez
ogrzewanie z roéwnomolowa iloScia wodorotlenku sodu zawieszong w toluenie. Nastepnie do
mieszaniny dodawatam odczynnik alkilujacy, ktorym byt 1,4-dibromobutan, bromek
tetrabutyloamoniowy i wode. Oba etapy byly prowadzone w reaktorze mikrofalowym w zakresie
temperatur 70-80 °C. Po dziesigciominutowym ogrzewaniu otrzymatam zwiazki posrednie 5-(4-
bromobutoksy)-4,7-dimetylokumaryne (17) i1 6-acetylo-5-(4-bromobutoksy)-4,7-dimetylokumaryng
(18) (Schemat 7). Po odsaczeniu soli nieorganicznych i odparowaniu rozpuszczalnika, pochodne
oczyszczatam metoda chromatografii kolumnowej z zastosowaniem zelu krzemionkowego i1 uktadu
chloroform:heksan (5:2) jako eluenta.

Br Rz
Br(CH,)4Br R4 X HR2, K2COs, K',
TBAB, H0, MW ACN, MW
=H 19, 21, 23, 25,
_ R,=H 17 Ry
Ry=H sa N oCH. 18 27, 29, 31, 33, 35
R;=COCHj Sb 1=COCH,

R4=COCH, 20, 22, 24, 26,
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Schemat 7. Schemat syntezy nowych pochodnych 5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny i 6-acetylo-5-
hydroksy-4,7-dimetylokumaryny zawierajacych tgcznik czteroweglowy.

Wszystkie etapy pracy monitorowalam za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (eluent:
chloroform:metanol, 10: 0,25). Otrzymane bromoalkilowe pochodne (17 i 18) poddatam nastepnie
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reakcjom z odpowiednimi N-podstawionymi piperazynami. Ten etap rowniez prowadzitam z
zastosowaniem reaktora mikrofalowego, w acetonitrylu jako rozpuszczalniku, w obecno$ci
bezwodnego weglanu potasu i katalitycznych ilosci jodku potasu, w zakresie temperatur 70-80 °C.
Podobnie jak poprzednio, reakcje monitorowatam z zastosowaniem chromatografii cienkowarstwowej
w tym samym uktadzie. Po zakonczeniu procesu reakcyjnego, wszystkie nowo otrzymane zwigzki
oczyScilam przez odsaczenie soli nieorganicznych, odparowanie rozpuszczalnika 1 nastepnie
zastosowalam chromatografie kolumnowa (eluent: chloroform, heksan 5:2). Wydajno$ci wahaty si¢ od
23 do 85%. Tozsamos$¢ nowych pochodnych potwierdzitam przez interpretacje odpowiednich widm
'H NMR, BC NMR i MS. Monokrysztaly otrzymane dla 4,7-dimetylo-5-[4-[4-(1-
fluorofenylo)piperazynylo]butoksy]lkumaryny (19) zbadano metodami rentgenostrukturalnymi.
Wyniki i szczegoty przeprowadzonych w tym kierunku badan znajdujg si¢ w pracy H-3.

Aktywno$¢ przeciwbakteryjng nowych zwigzkéw oceniono w testach in vitro z zastosowaniem
siedmiu  Gram-dodatnich szczepéw bakteryjnych  (Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Micrococcus luteus ATCC 10240, Bacillus cereus ATCC
11178, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 i Enterococcus hirae
ATCC 10541) i trzech Gram-ujemnych szczepoéw bakteryjnych (Escherichia coli ATCC 8739,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442). Aktywno$é
przeciwgrzybicza oceniono z zastosowaniem trzech szczepow (Candida albicans ATCC 10231,
Candida albicans ATCC 2091 i Candida parapsilosis ATCC 22019).

Tabela 3. Aktywno$¢ przeciwbakteryjna dla pochodnych 29 i 30 [ug/cm?].

Zwiazek

29 30

Micrococcus luteus ATCC 10240 15 250
Bacillus cereus ATCC 11178 250 500
Bacillus subtilis ATCC 6633 500 500
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 500 1000
Staphylococcus aureus ATCC 6538 500 1000
Staphylococcus aureus ATCC 6538P 500 1000
Enterococcus hirae ATCC 10541 1000 1000
Escherichia coli ATCC 8739 >1000 1000
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 >1000 1000
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 >1000 1000

Pelny opis metodyki badan mikrobiologicznych znajduje si¢ w pracy H-3. Testy wykonano z
zastosowaniem modyfikowanej metody cylindrowo-ptytkowej, a wyniki podano jako warto$ci
minimalnego st¢zenia hamujacego. Dwie pochodne, zawierajace w strukturze fragment 4-
pirydylopiperazynowy (29 i 30) wykazaly aktywno$¢ przeciwbakteryjng wzgledem niektorych
badanych szczepéw. Generalnie oba zwiazki byly bardziej aktywne wzglgdem bakterii Gram-
dodatnich niz Gram-ujemnych. Najlepsza warto§¢ minimalnego st¢zenia hamujacego wzrost bakterii
(15 pg/cm®) otrzymano dla 4,7-dimetylo-5-[4-[4-(1-(4-pirydylo)piperazynylo)]butoksykumaryny (29)
wzgledem szczepu Micrococcus luteus. Zwigzek 30, zawierajacy w strukturze dodatkowo grupe
acetylowg w pozycji 6, byl zdecydowanie mniej aktywny. Pozostale zwiazki nie byly aktywne.
Ciekawym jednak spostrzezeniem byt fakt, ze zwigzki zawierajace grupg halogenowg w strukturze, w
pozycjach 2, 3 lub 4 pierscienia fenylowego przy piperazynie (31-34) nie wykazaly aktywnosci.
Halogeny zwykle podwyzszaja dziatanie przeciwmikrobowe wzgledem zwigzkow, ktore ich nie
posiadaja. Jednak w przypadku grupy arylopiperazynylowych pochodnych 5-hydroksykumaryny taka
zalezno$¢ nie miata miejsca.
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Wyniki zaprezentowane w Tabeli 4 pokazuja, ze analogicznie do dzialania przeciwbakteryjnego,
aktywno$¢ przeciwgrzybicza takze wykazaty tylko zwigzki zawierajace w strukturze fragment 4-
pirydylopiperazynowy (29 i 30). Takze w tym przypadku lepszy okazat si¢ uklad 29, ktéry nie
zawieral grupy acetylowej w strukturze.

Tabela 4. Aktywno$¢ przeciwgrzybicza dla pochodnych 29 i 30 [ug/cm®].

Zwigzek
29 30
Candida albicans ATCC 10231 62,5 125
Candida albicans ATCC 2091 62,5 125
Candida parapsilosis ATCC 22019 62,5 500

Aktywno$¢ przeciwnowotworowg nowych zwiazkéow 19-35 oceniono z wykorzystaniem komorek
raka szyjki macicy HeLa wzgledem zdrowych komoérek fibroblastow mysich NIH3T3. Wyniki
pokazuje Tabela 5. Niektére badane pochodne wykazaly aktywno$¢ cytostatyczng/cytotoksyczng
przeciwko komoérkom nowotworowym. Efekt ten byl najlepiej widoczny dla pochodnych

zawierajagcych ~ grupe  acetylowg w  strukturze -  6-acetylo-4,7-dimetylo-5-[4-[4-(2-
fluorofenylo)piperazynylo]butoksy]kumaryny (20), 6-acetylo-4,7-dimetylo-5-[4-[4-
(pirazynylo)piperazynylo]butoksy]kumaryny (22), 6-acetylo-4,7-dimetylo-5-[4-[4-(3-
metoksyfenylo)piperazynylo]butoksy]kumaryny (24) i 6-acetyl-4,7-dimetylo-5-[4-[4-(2,3-

dichlorofenylo)piperazynylo]butoksy]kumaryny (34), ktoére byly bardziej selektywne wzgledem
komoérek nowotworowych HelLa niz zdrowych NIH3T3. Takze zwiazki o numerach 25, 29, 30:
(odpowiednio, 4,7-dimetylo-5-[4-(morfolin-4-ylo)butoksy]kumaryna, 4,7-dimetylo-5-[4-
(pirydylo)butoksy]kumaryna i 6-acetylo-4,7-dimetylo-5-[4-(pirydylo)butoksy] kumaryna) wykazaty
wpltyw na zywotno$¢ komorek nowotworowych ale byly mniej selektywne niz zwigzki wymienione
Wwczesniej. Zwigzki 27, 28 i 35 nie byly aktywne w testach przeciwnowotworowych.

Tabela 5. Zywotno$¢ komorek £SD po 48-godzinnej inkubacji w 100 pmol/dm? roztworach badanych
zwiazkow.

Zwiazek NIH3T3 HelLa

19 97% + 4% 118% + 4%
20 36% £ 5% 26% + 3%
21 97% + 6% 85% + 3%
22 68% £ 1% 62% + 1%
23 94% + 3% 95% + 8%
24 75% £ 1% 50% £ 6%
25 79% £ 3% 65% £ 3%
26 92% £+ 3% 83% + 2%
27 105% = 7% 114% + 7%
28 98% + 4% 93% + 2%
29 2%+ 1% 3%+ 1%

30 21% £ 1% 22% £ 2%
31 111% £+ 2% 93% + 5%
34 62% + 3% 44% + 7%
35 97% £ 2% 110% + 4%

W zwigzku z tym, ze wyniki przeprowadzonych badan wskazaly na stabg aktywnos$é
przeciwbakteryjng i przeciwgrzybicza, postanowitam podjac¢ probe analizy otrzymanych zwigzkoéw w
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kierunku innej aktywnosci. Zwrocitam uwage na doniesienia literaturowe o powinowactwie
arylopiperazynylowych pochodnych hydroksykumaryn do receptorow serotoninowych. Dlatego w
kolejnej pracy H-4 zajetam si¢ oceng aktywnosci serii pochodnych z pracy H-3 i nowych zwigzkow
zaprezentowanych w pracy H-4, w stosunku do receptoréw 5-HTia i 5-HT2a. Nowe pochodne,
opisane i scharakteryzowane w pracy H-4 zaplanowatam z mys$lg o poréwnaniu powinowactwa do
receptorow serotoninowych dla zwigzkoéw roznigcych sie jedynie dlugoscia tacznika alkilowego. W
pracy H-3 analizowalam uklady zawierajace 4-weglowy tancuch alkilowy taczacy kumaryne z
pochodng arylopiperazyny, natomiast w pracy H-4 dodatkowo zaprezentowatam uktady, w ktorych
facznik byl 3-weglowy i zbadatam wpltyw dhlugosci lacznika na powinowactwo do receptoréw
serotoninowych. Wszystkie syntezy, tak jak wczeéniej przeprowadzitam w reaktorze mikrofalowym.
Zwiazki posrednie 36 1 37 otrzymatam przez ogrzewanie w acetonitrylu odpowiedniej
hydroksykumaryny z 1,3-dibromopropanem, bezwodnym weglanem potasu i katalityczng iloScia
jodku potasu (Schemat 8).

Br R,
OH e
R4 SN Br(CHy)3Br HRy, K2003 KI R4 X
Kl, K,CO3, ACN, MW ACN MwW
(@) O O O

R1=H Sa R1=COCH3 36 R1:COCH3 38, 40, 42, 44,

R¢=H 39, 41, 43, 45,
R.= ~ 47, 49, 51, 53, 55
5=

DA
a
b
@,
@
Q

~T @ A

48, 49 50, 51 52, 53 54, 55

Schemat 8. Schemat syntezy nowych pochodnych 5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny i 6-acetylo-5-
hydroksy-4,7-dimetylokumaryny zawierajacych tacznik trojweglowy.

Reakcje prowadzilam w zakresie temperatur 70-80 °C i monitorowatam za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej (eluent: chloroform: metanol, 10:0,25). Nastepnie odsaczalam sole nieorganiczne,
odparowywatam rozpuszczalnik i oczyszczalam oleista pozostalo§¢ za pomoca chromatografii
kolumnowej (eluent: chloroform: heksan, 5:3). W takich samych warunkach otrzymalam nastgpnie
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szereg arylo/heteroarylopiperazynylowych pochodnych wyjsciowych kumaryn Sa i Sb. Do syntez
zastosowatam te same, wczesniej wymienione N-podstawione piperazyny (Schemat 8). Tozsamosc¢
nowych pochodnych potwierdzitam przez interpretacje widm *H NMR, 3C NMR i MS. 4,7-Dimetylo-
5-[3-[4-(2-fluorofenylo)piperazynylo]propoksylkumaryna  (39) i  6-acetylo-4,7-dimetylo-5-[3-
(morfolin-4-ylo)propoksy]kumaryna  (45), dla ktorych otrzymalam odpowiedniej jakosci
monokrysztaly, zostaly poddane analizie rentgenostrukturalnej, ktorej szczegély zamieScitam
suplemencie pracy H-4. Wszystkie zwigzki zaprezentowane w pracach H-3 i H-4 zostaly poddane
badaniom receptorowym in vitro powinowactwa do receptorow 5-HTia i 5-HT.a. Wigkszos¢
badanych zwigzkow wykazata nanomolowy zakres powinowactwa do receptora 5-HT1a.

Tabela 6. Powinowactwo do receptorow serotoninergicznych dla zwigzkow badanych 19-55

i zwigzkow odniesienia.

Ki (nM) + SEM
ZWiQZEk 5-HTia 5-HT>2a
[°H]8-OH-DPAT [®H]Ketanseryna
19 1,7 +0,05 120,0 £9.,0
20 0,7 £ 0,05 9,0+£0,3
21 6,7+0,2 2300,0 + 250,0
22 4,8 +£0,08 2500,0 + 84,0
23 1,0£0,1 184,0 £4,7
24 15,0+ 0.5 520,0 £ 37,0
25 3500,0 +350,0 > 10000,0
26 250,0£3.0 4460,0 £ 160,0
27 809,0 £ 80,0 > 10000,0
28 33,0+1,0 46,0+ 0,3
29 389,0£21,0 > 5000,0
30 308,0 £ 14,4 1595,0 + 84,0
31 60,0 £2,0 465,0 + 34,7
32 7,0+£1,0 1,7+£0,2
33 8,0+0,4 167,0 + 15,0
34 250,0 29,0 2650,0 +215,0
35 1,5+0,2 112,0+ 4,4
38 0,3+0,05 28,0+£0,5
39 3,0+0,1 55,0+ 3,7
40 11,0+ 1,5 3000,0 +334,0
41 186,0+ 7,0 4565,0 £ 269,0
42 0,4+ 0,02 48,0+2.,8
43 6,0+0,8 106,0+ 11,0
44 850,0+11,0 > 10000,0
45 1304,0 £ 50,0 >10000,0
46 159,0 £ 8,5 286,0+12,0
47 1210,0 £120,0 >10000,0
48 1,2+0,08 40+0,5
49 161,0+ 15,0 70,0+6,4
50 0,4+ 0,03 66,0 £ 3,0
51 40+0,8 42,0+1,5
52 0,3+0,04 64,0£2,3
53 3,0+0,2 200,0+ 17,9
54 154,0 + 6,6 > 10000,0
55 450,0 £ 13,0 > 5000,0
SEROTONINA 1,1+0,1 -
MIANSERYNA - 1,2+0.06

Pochodne posiadajace w czasteczce linker 4-weglowy wykazaly generalnie lepsze powinowactwo niz
posiadajgce linker 3-weglowy, ale tylko w grupie zwigzkow bez grupy acetylowej W POZYCji sze$é
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pierscienia kumarynowego. Dla zwigzkéw posiadajacych grupe acetylowa nizsze wartosci K
uzyskalismy dla uktadéw z 3-weglowym tacznikiem (Tabela 6).

Analiza rezultatow wykazata takze, ze podstawniki arylopiperazynylowe takie jak: 1-(2-
fluorofenylo)piperazyna, 1-(3-metoksyfenylo)piperazyna, 1-(2,3-dichlorofenylo)piperazyna i 1-(2-
cyjanofenylo)piperazyna, podstawione do uktadu 5-hydroksykumaryny daly we wszystkich
przypadkach najlepsze wyniki. W grupie zwigzkéw nie posiadajacych grupy acetylowej tylko 4,7-
dimetylo-5-[4-[4-(3-metoksyfenylo)piperazynylo]butoksy]kumaryna (23) wykazata aktywno$¢ na
poziomie serotoniny, z wartoscig Ki 1.0 nM (K; dla serotoniny wyniosto 1.1 nM). W grupie zwigzkoéw

posiadajacych to ugrupowanie, 6-acetylo-4,7-dimetylo-5-[4-[4-(2-
fluorofenylo)piperazynylo]butoksy]kumaryna (20), 6-acetylo-4,7-dimetylo-5-[3-[4-(2-
fluorofenylo)piperazynylo]propoksy]kumaryna (398), 6-acetylo-4,7-dimetylo-5-[3-[4-(3-
metoksyfenylo)piperazynylo]propoksy]kumaryna (42), 6-acetylo-4,7-dimetylo-5-[3-[4-(2,3-
dichlorofenylo)piperazynylo]propoksy]kumaryna (50) i 6-acetylo-4,7-dimetylo-5-[3-[4-(2-

cyjanofenylo)piperazynylo]propoksy]kumaryna (52) osiagnety wartos¢ Ki dla receptora 5-HTia
ponizej 1.0 nM (Ki= 0,7 nM dla 20, 0,3 dla 38, 0,4 dla 42, 0.4 dla 50 i 0,3 dla 52). Na tej podstawie,
wyciagnetam wnioski, ze fluor, grupa metoksylowa, cyjanowa oraz chlor w pozycjach 2, 3 lub 2i 3
pierscienia  fenylowego przy piperazynie poprawiaja powinowactwo pochodnych  5-
hydroksykumaryny do receptora 5-HT:a (Ki= 0,3 — 1,0 nM). Zamiana podstawionej piperazyny na
pierscien morfoliny powoduje drastyczne obnizenie powinowactwa (zwiazki 25, 26, 44 i 45, Ki= 250,0
— 3500,0 nM), podobnie jak zamiana pierScienia fenylowego przy piperazynie na uktad
heterocykliczny (zwiazki 21, 22, 29 i 30, 40, 41, 54 i 55, Ki= 154,0 — 450,0 nM). Wprowadzenie
podstawnika nitrowego lub chlorowego w pozycje 4 pierScienia fenylowego réwniez obniza
powinowactwo, niezaleznie od dtugosci tancucha alkilowego 1 obecno$ci grupy acetylowej w pozycji
6 pier§cienia kumaryny (zwiazki 27, 28, 31 i 32, 46-49).

Wigkszo$¢ badanych zwigzkow wykazata powinowactwo do receptora 5-HT.a (Tabela 6), z
wartosciami K; na poziomie mikromolowym. Tylko trzy pochodne: 6-acetylo-4,7-dimetylo-5-[4-[4-(2-
fluorofenylo)piperazynylo]butoksy]kumaryna (20), 6-acetylo-4,7-dimetylo-5-[4-[4-(4-
chlorofenylo)piperazynylo]butoksy]kumaryna (32) i 6-acetylo-4,7-dimetylo-5-[3-[4-(4-
chlorofenylo)piperazynylo]propoksy]kumaryna (48), miaty wartosci K ponizej 10 nM (odpowiednio,
9,0£0,3 nM, 1,7+0,2 nM i 4,0+0,5 nM). Niezaleznie od dtugosci tacznika alkilowego, wprowadzenie
(4-chlorofenylo)piperazyny do uktadu kumarynowego, dato w przypadku receptora 5-HTa najlepsze
rezultaty. Zaden z badanych zwigzkéw nie osiagnal wartosci Ki rzedu 1,2 nM, ktéra uzyskano dla
zwigzku odniesienia — mianseryny.

Aby uzyska¢ wigcej szczegblow na temat sposobu wigzania ligandow w kieszeni receptora,
wykorzystano teoretyczne symulacje dokowania ligandow do receptora, ktorych szczegoétly, tabele i
rysunki znajdujg si¢ w pracy H-4. Uzyskane wyniki pozwolily ustali¢, ze zwigzek o najwyzszym
powinowactwie do  receptora  5-HTia, 6-acetylo-4,7-dimetylo-5-[3-[4-(2-fluorofenylo)
piperazynylo]propoksy]kumaryna (38), tworzy silne wigzania wodorowe z Asp 116, Ser 199 i Tyr
390. Natomiast stabe wigzanie niektorych zwigzkéw mozna przypisaé nieobecnosci uznanego w
literaturze za kluczowe, wigzania wodorowego ligandéw z Asp 116. Otrzymane rezultaty pozwalaja
przypuszczaé, grupa acetylowa dodana do ukladu zawierajacego linker 3-weglowy daje mozliwosé
dogodnego ulozenia czasteczki w kieszeni receptora, natomiast dodana do uktadu 4-wegglowego
pozbawia ligand mozliwos$ci optymalnego utozenia ze wzgledu na wielko$¢ czasteczki.

Zainspirowani wynikami, ktore wykazaty wazna role grupy acetylowej, zdecydowali$my si¢ na
kolejny krok w badaniach nad zwigzkami wykazujacymi powinowactwo do receptorow
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serotoninowych. Dlatego w pracy H-5 wprowadzitam grupe acetylowa do pochodnych 7-hydroksy-4-
metylokumaryny, ktére jak wspomniatam we wstepie, byty prezentowane w literaturze jako zwiazki
wykazujace powinowactwo do receptora 5-HTia. Na strukture wiodaca wytypowatam 8-acetylo-7-
hydroksy-4-metylokumaryne (Sc), ktora analogicznie do 6-acetylo-5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny
(Sb) posiada w strukturze grup¢ hydroksylowa w bezposrednim sgsiedztwie grupy acetylowej
(Schemat 9). Réwniez w tej grupie zwigzkow przeanalizowatam wptyw diugosci linkera alifatycznego
na powinowactwo do receptoréw serotoninowych. Wszystkie procesy syntetyczne przeprowadzitam w
reaktorze mikrofalowym, w analogiczny sposob do proceséw zaprezentowanych wczesniej, przy
opisie publikacji H-4. Synteza byta dwuetapowa, w etapie pierwszym otrzymatam zwigzki posrednie
8-acetylo-7-(3-bromoporopoksy)-4-metylokumaryne  (56) lub  8-acetylo-7-(4-bromobutoksy)-4-
metylokumaryng (57) przez ogrzewanie substancji wyjsciowej Sc z 1,3-dibromopropanem lub 1,4-
dibromobutanem, w obecnos$ci bezwodnego weglanu potasu i katalitycznych ilosci jodku potasu, w
temperaturze wrzenia acetonitrylu. Nastgpnie otrzymane pochodne 56 i 57 przeprowadzitam w
arylo/heteroarylopiperazynylopropoksy/butoksykumaryny 58-75 z zastosowaniem odpowiednich amin

(Schemat 9).
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Schemat 9. Schemat syntezy nowych pochodnych 8-acetylo-7-hydroksy-4-metylokumaryne (Sc).

W kazdym przypadku postep reakcji oceniatam za pomocg chromatografii cienkowarstwowej z
zastosowaniem uktadu chloroform: metanol (10:0,25) jako eluenta. Po zakonczeniu poszczegdlnych
procesow odsgczatam sole nieorganiczne, odparowywalam rozpuszczalnik i oczyszczalam zwigzki z
zastosowaniem chromatografii kolumnowej (eluent chloroform: metanol 100:1 lub chloroform:
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heksan). Struktury wszystkich zwigzkéw potwierdzitam przez analize widm H NMR, *C NMR i MS.
Wszystkie widma zamiescitam w suplemencie pracy H-5. Nowe zwigzki zostaty poddane badaniom
biologicznym w kierunku ich powinowactwa do receptoréw 5-HTia i 5-HT2a (Tabela 7). Badania
wykazaly powinowactwo na poziomie subnanomolowym i niskim nanomolowym w stosunku do
badanych receptoréw. Tak jak w poprzednim przypadku (H-4) przeanalizowatam wplyw rodzaju
podstawionej aminy na powinowactwo do receptora 5-HTia. Okazato si¢, ze podobnie jak dla
pochodnych 6-acetylo-5-hydroksykumaryny takze w grupie 8-acetylo-7-hydroksykumaryny,
wprowadzenie podstawnikow arylopiperazynylowych takich jak: 1-(2-fluorofenylo)piperazyna, 1-(3-
metoksyfenylo)piperazyna, 1-(2,3-dichlorofenylo)piperazyna i 1-(2-cyjanofenylo)piperazyna, daja
najlepsze rezultaty. Najlepsze powinowactwo do receptora 5-HTia wykazaly bowiem pochodne o
numerach 58, 59, 62, 63, 72, 73 i 74, 75, posiadajace zarowno troj- jaki i czteroweglowy linker
alkilowy. Dla arylopiperazyn z podstawnikami takimi jak fluor, grupa metoksylowa, cyjanowa czy
chlor w pozycjach 2, 3 lub 2 i 3 pier§cienia fenylowego, powinowactwo do receptora 5-HT1a bylo
zdecydowanie wysokie (Ki= 0,8 — 2,2 nM). Ponadto zwiazki 58, 59, 63 i 74, miaty powinowactwo w
zakresie porownywalnym z naturalnym neurotransmiterem jakim jest serotonina (K= 1,3 nM). |
analogicznie do poprzedniej pracy — wprowadzenie chloru lub grupy nitrowej w pozycje 4 tego
pierscienia lub zamiana pier§cienia fenylowego na heterocykliczny, powodowato drastyczne obnizenie
powinowactwa.

Tabela 7. Powinowactwo do receptoréw serotoninergicznych dla zwigzkoéw badanych 58-75
i zwigzkow odniesienia.

Zwiazek Ki £ SEM (nM)
5-HT1a 5-HT2a
[°H] 8-OH-DPAT [*H] Ketanseryna
58 1,3+0,1 27+1
59 1+0,1 47 +0,8
60 253+£9 > 5000
61 38 +£3,7 1158 £13
62 1,6 £0,1 30+£1
63 0,8 +0,009 138+11,5
64 180+ 19 2542+ 3
65 303 +27 > 10000
66 613+ 58 42+35
67 92+5,5 155+5,8
68 556 + 54,8 2434 + 320
69 190 £ 20 > 5000
70 11+04 9,5+0,7
71 28+2.3 56+6
72 1,6 £0,1 8+0,8
73 2,2+0,2 30+ 1,7
74 1+0,1 75+15
75 1,5+ 0,005 91+9
SEROTONINA 1,3+0,1 -
MIANSERYNA - 2,2+0,05

Otrzymane wyniki porownatam z opublikowanymi wczesniej przez grupe Chen’a [29]. Okazalo sie, ze
grupa acetylowa w pozycji C8 pierScienia kumaryny poprawia powinowactwo do receptora 5-HT1a W
porownaniu do zwiazkow, ktore tej grupy nie posiadaja — z 89,2 nM dla 7-[4-[4-(3-
metoksyfenylo)piperazynylo]butoksy]-4-metylokumaryny do 0,8 nM dla 8-acetylo-7-[4-[4-(3-
metoksyfenylo)piperazynylo]butoksy]-4-metylokumaryny (63) oraz do 1,6 nM dla analogu z linkerem
trojweglowym  8-acetylo-7-[3-[4-(3-metoksyfenylo)piperazynylo]propoksy]-4-metylokumaryny (62).
Ten wplyw jest widoczny takze dla powinowactwa do receptora do receptora 5-HT2a, obserwujemy
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wzrost z 469,2 nM dla 7-[4-[4-(3-metoksyfenylo)piperazynylo]butoksy]-4-metylokumaryny do 138,0
nM lub 30,0 nM odpowiednio dla 63 i 62.

Dla pochodnych zaprezentowanych w pracy H-5, wazng role odgrywata dlugos¢ tancucha alkilowego
faczacego cze$¢ kumarynowa z arylopiperazyna. Dla zwigzkow zawierajacych ugrupowanie (2-
fluorofenylo)piperazynylowe lub (3-metoksyfenylo)piperazynylowe, te zawierajace tancuch
czteroweglowy, miaty nizsze wartosci Kiniz zawierajace tancuch trojweglowy (Ki=1,0 nM dla 59 0,8
nM dla 63, natomiast Ki=1,3 nM dla 58 i 1,6 nM dla 62). Z drugiej jednak strony, dla zwiazkow z (2,
3-dichlorofenylo)piperazyna i (2-cyjanofenylo)piperazyna, byto odwrotne (Ki=1,6 nM dla 72i 1,0 nM
dla 74, przeciwko Ki=2,2 nM dla 73 i 1,5 nM dla 75). Wyniki sugeruja wigc, ze generalnie
powinowactwo do receptora 5-HTia, zalezy tutaj glownie od pozycji i rodzaju podstawnika przy
pierscieniu fenylowym polaczonym z piperazyng, a w mniejszym stopniu od dlugosci linkera
alkilowego. Niemniej jednak najlepsze rezultaty otrzymalismy dla zwiazku posiadajacego linker
czteroweglowy (0,8 nM dla 63).

Badane zwiazki wykazaly stabsze powinowactwo do receptora 5-HT2a niz do 5-HT:a. Najlepsze
rezultaty uzyskalismy dla pochodnych 70 (Ki=9,5 nM) oraz dla 72 (Ki=8,0 nM), ktére jednak w obu
przypadkach byly znaczgco stabsze niz dla substancji odniesienia — mianseryny (Ki=2,2 nM).
Dodatkowo tylko dwa zwiazki — 66 (Ki=613 nM dla 5-HT1a i 42 nM dla 5-HT24) i 70 (Ki=11,4 nM dla
5-HT1a i 9,5 nM dla 5-HT2a) W catej serii posiadaty wyzsze powinowactwo do receptora 5-HT2a niz
do 5-HT1a.

Dla zwigzkow wykazujacych najlepsze powinowactwo do receptora 5-HTia w badaniach
radioizotopowych wykonano dodatkowo testy funkcjonalne, majace na celu okreslenie potencjalnej
aktywnos$ci wewnetrznej dla pochodnych 8-acetyl-7-hydroksy-4-metylokumaryny w uktadzie ago- lub
antagonistycznym. Na podstawie otrzymanych wynikow badan radioizotopowych do badan
funkcjonalnych wyselekcjonowano siedem zwigzkow: 58, 59, 62, 63, 73 i 74, 75,— uzyskane wyniki
potwierdzity dziatanie antagonistyczne pochodnych w stosunku do receptora 5-HT1a (Tabela 8).

Tabela 8. Badania funkcjonalne dla receptora 5-HT 4.

Tryb agonistyczny Tryb antagonistyczny
Zwigzek Emax% SEM pEC50 Emax% SEM 1Csp Ky
nM nM
SEROTONINA 100% 4.0 7.16 0% 0.0 n.c. n.c.
NAN-190 2% n.c. n.c. 0% 0.0 5 1
58 2% n.c. n.c. 3% 0.5 190 36
59 2% n.c. n.c. 1% 0.0 28 5
62 3% n.c. n.c. 0% 0.5 48 9
63 2% n.c. n.c. 1% 0.0 23 4
73 2% n.c. n.c. 1% 0.0 180 34
74 2% n.c. n.c. 1% 0.5 99 19
75 4% n.c. n.c. 0% 0.5 38 7

n.c. — non calculable

Zwiazki wykazywaly duzy poziom zroéznicowania zar6wno pomiedzy sobg, jak i w pordwnaniu do
substancji referencyjnej, (warto$¢ Ky, — stata dysocjacji antagonisty). Zwigzki 59, 62, 63 i 75
charakteryzowat silny antagonizm do receptora 5-HT1a, warto$¢ Ky wynosita odpowiednio: 5, 9, 4
oraz 7 nM. Warto$¢ Ky dla zwigzku 74 byla prawie 20-krotnie wicksza w poréwnaniu do zwigzku
odniesienia NAN-190. Ponadto, zwiazek 58 oraz 73 wykazywat prawie 40-krotny spadek aktywnos$ci
w porownaniu do substancji referencyjnej NAN-190 (wysoka wartos¢ Kp) oraz 2-krotny wzrost
warto$ci Ky w poréwnaniu do pochodnej 74 (spadek aktywnosci wewngtrznej). Warto dodac, iz
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wyniki badan funkcjonalnych badanych pochodnych $cisle korespondowatly z wynikami badan
radioizotopowych dla receptora 5-HT1a.

Whyniki badan in vitro dla serii arylo/heteroarylopiperazynylowych pochodnych 8-acetylo-7-hydroksy-
4-metylokumaryny, zinterpretowaliSmy w oparciu o teoretyczne symulacje dokowania ligandéw do
receptora 5-HT1a dla wszystkich nowych zwigzkéw. W pracy H-5 zaprezentowatam wyniki dla dwoch
pochodnych - 8-acetylo-7-[4-[4-(3-metoksyfenylo)piperazynylo]butoksy]-4-metylokumaryny (63),
ktora wykazata najwyzsze powinowactwo dla tego receptora w badaniach eksperymentalnych, oraz 8-
acetylo-7-[3-[4-(4-nitrofenylo)piperazynylo]propoksy]-4-metylokumaryny (66), ktora byta najmniej
aktywna w badaniach in vitro. Ocenilismy, ze ligand 63 jest stabilizowany w kieszeni receptora
glownie wigzaniem wodorowym z Ser 190 i wigzaniami wodorowymi z Asp 116, Cys 187 i His 376
oraz hydrofobowymi oddziatywaniami n-t pomi¢dzy Phe 361 i czeScia kumarynowsg. Kompleks
biatko-ligand jest takze stabilizowany przez oddziatywania n- alkil z Ala 365, Phe 362 oraz
oddziatywania hydrofobowe z Val 117 i Ala 93. Natomiast zwigzek 66 wykazal w badaniach
receptorowych niskie powinowactwo do receptora 5HTia. Symulacje teoretyczne wykazaty, ze
kompleks nie jest stabilizowany przez wigzania wodorowe i tylko stabe oddziatywania hydrofobowe
sg tu obserwowane. Asp 116 tworzy wigzania T — anion, Ala 93, Trp 358, Tyr 390 sg zaangazowane w
oddziatywania - alkil. Wiazania te sg stabe i niezdolne do stabilizacji czasteczki w kieszeni receptora.
Obliczenia teoretyczne bylty w petnej zgodzie z badaniami receptorowymi in vitro.

Br(CH;)3Br/ Br(CH,)4Br HR, cho3 KI
\ —_—
KI, KoCO3, ACN, MW ACN MW
HO 0 o Brt o

0
n=3 56 n=3 76,78, 80, 82,

Sc "4 a7 84, 86, 88, 90,
n=4 77,79, 81, 83,

85, 87, 89, 91

\V/J /N\\/J /,N\V/J CF, /,N\\/J O
. , 5 5
84, 85 86, 87 88, 89 90, 91

Schemat 10. Schemat syntezy nowych pochodnych 8-acetylo-7-hydroksy-4-metylokumaryne (Sc).
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Obiecujace rezultaty zaprezentowane w pracy H-5 byly inspiracja do kontynuacji badan nad
arylopiperazynylowymi pochodnymi 8-acetylo-7-hydroksy-4-metylokumaryny (Sc) jako struktury
wiodacej. Dlatego w kolejnej pracy H-6 skupitam si¢ na badaniach kolejnej grupy zwiazkow z
zastosowaniem amin wyselekcjonowanych na podstawie wczes$niejszych wynikéw. W pracy H-5
ocenilam 1-(2-fluorofenylo)piperazyne, 1-(3-metoksyfenylo)piperazyne, 1-(2,3-
dichlorofenylo)piperazyne i 1-(2-cyjanofenylo)piperazyng jako aminy, ktorych wprowadzenie daje
najlepsze wyniki w badaniach receptorowych powinowactwa do receptoréw 5-HTia i 5-HT2a. DO
syntez w pracy H-6 uzytam 1-(2-chlorofenylo)piperazyng, 1-(3,5-dimetylofenylo)piperazyng, 1-(2,5-
dimetylofenylo)piperazyng, 1-(2-bromofenylo)piperazyng, 1-(3-bromofenylo)piperazyng, 1-(3-
fluorofenylo)piperazyng, 1-(2-trifluorometylofenylo)piperazyng 1 1-(2-metoksyfenylo)piperazyng.
Wszystkie wymienione aminy mialy podstawniki w pozycji 2 lub 3 pierscienia fenylowego
(ewentualnie w pozycjach 2 i 5 lub 3 i 5) przy piperazynie, zgodnie z wnioskami wyciagnigetymi
wczesniej w pracy H-5. Chcialam sprawdzi¢, czy w zaplanowanej grupie nowych zwigzkow znajda si¢
pochodne o jeszcze lepszym powinowactwie do receptorow serotoninowych, niz w grupie
zaprezentowanej w pracy H-5. Dlatego tez, ponownie zastosowatam linkery 3- i 4-weglowy, ze
wzgledu na to, ze wyniki poprzedniej pracy nie daly jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, ktora
dhugos¢ tacznika zapewnia optymalne wartosci powinowactwa do receptorow 5-HTia i 5-HToa.
Procesy syntetyczne prowadzitam z zastosowaniem reaktora mikrofalowego, wedlug
zoptymalizowanych i opisanych wczesniej procedur (H-5). Struktury wszystkich nowych zwigzkow
potwierdzitam przez analize widm *H NMR, C NMR i MS, a ich interpretacj¢ zamie$citam w pracy
H-6. Sumarycznie otrzymatam szesnascie nowych, nicopisanych wczes$niej w literaturze zwigzkow
(Schemat 10). Seria nowych pochodnych zostata poddana badaniom biologicznym w kierunku ich
powinowactwa do receptorow 5-HTia i 5-HT2a (Tabela 9). Badania wykazaty powinowactwo na
poziomie subnanomolowym i niskim nanomolowym w stosunku do badanych receptorow.
Przeanalizowatam wptyw podstawnika przy pier§cieniu fenylowym piperazyny na powinowactwo do
receptora 5-HT1a.

Tabela 9. Powinowactwo do receptorow serotoninergicznych dla zwigzkow badanych 76-91
i zwigzkow odniesienia.

Ki [nM] + SEM
Zwiazek
5-HT1a 5-HT2a
76 2,00+0,10 220+23
77 0,90 £0,10 20,0+1,5
78 0,90 £ 0,10 125+1,3
79 3,70 £ 0,40 58,0+ 2,0
80 14,00 + 1,50 102,0+7,2
81 5,40 £ 0,50 46,8 +3.,6
82 0,50 £ 0,05 7,0+0,5
83 1,50 £ 0,10 10,0£0,5
84 3,50 £ 0,50 6,0+0,4
85 2,50 +£0,20 6,5+0,7
86 1350,00 + 125,00 408,0 £ 19,4
87 50,00 + 1,80 400,0 + 19,7
88 8,80 + 0,40 20,0+1,0
89 11,00 + 0,30 48,7+1,9
90 0,60 + 0,05 8,0+0,7
91 1,0+0,1 56,0+ 1,5
SEROTONINA 1,4+0,1 -
MIANSERYNA - 2,0£0,1
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Zwigzki 78, 82, 90 oraz 77, 83 i 91 wykazaly wysokie powinowactwo do receptora 5-HTia, Na
poziomie lub ponizej poziomu neurotransmitera — Serotoniny (Ki=1,4+0,1), bedacego substancja
odniesienia.  Interesujacy jest fakt, ze zaré6wno pochodne zawierajace  podstawniki
elektronoakceptorowe (chloro- dla 77 lub bromo- dla 82, 83), jak i elektronodonorowe (metoksy- dla
90 i 91) byty zdolne do silnego zakotwiczenia w kieszeni receptora. Najlepsze rezultaty uzyskalismy
jednak dla 8-acetylo-7-[3-[4-(2-bromofenylo)piperazynylo]propoksy]-4-metylokumaryny (82) i 8-
acetylo-7-[3-[4-(2-metoksy fenylo)piperazynylo]propoksy]-4-metylokumaryny (90), zawierajacych 1-
(2-bromofenylo) piperazyne 1 1-(2-metoksyfenylo)piperazyng w strukturze (odpowiednio:
Ki=0,50+0,05 nM i K=0,60+0,05 nM). W jednym przypadku, dla 8-acetylo-7-[3-[4-(3,5-
dimetylofenylo)piperazynylo]propoksy]-4-metylokumaryny (78), korzystne okazato si¢ podstawienie
jednoczesnie pozycji 3 i 5 pierScienia fenylowego przy piperazynie (Ki=0,90+0,10 nM). Wszystkie
trzy zwiazki wykazujace najwyzsze powinowactwo do receptora 5-HT:a (78, 82 i 90) posiadaty
trojweglowy lacznik migdzy cze$cig kumarynowa a piperazynylowa. Ich odpowiedniki z tancuchem
czteroweglowym (79, 83 i 91), wykazaty nizsze powinowactwo (odpowiednio: Ki=3,7+0,4 nM dla 79,
Ki=1,5+0,1 nM dla 83 i Ki=1,0+0,1 nM dla 91).

Dla zwigzkow wykazujacych najwyzsze powinowactwo do receptora 5-HTia w badaniach
radioizotopowych (82, 90) wykonano dodatkowo testy funkcjonalne, majace na celu okreslenie
potencjalnej aktywnosci wewnetrznej dla pochodnych 8-acetyl-7-hydroksy-4-metylokumaryny w
ukladzie ago- lub antagonistycznym. Uzyskane wyniki potwierdzity dziatanie antagonistyczne
pochodnych w stosunku do receptora 5-HT1a (Tabela 10).

Tabela 10. Badania funkcjonalne dla receptora 5-HT1a.

Tryb agonistyczny Tryb antagonistyczny
Zwigzek  E max % PECso R? E max % PECso R?
82 1124+2,6 7,4+0,47 0,24 82+1,2 6,9+0,15™ 0,84
90 108+2,0 8,7+0,84 0,26 70+2,2 6,2+0,1 0,09

~p<0,001 (82 vs. 90)

Wszystkie badane zwigzki wykazaty nizsze powinowactwo do receptora 5-HTza niz do 5-HTia, 2
wyjatkiem pochodnej 86  (8-acetylo-7-[3-[4-(3-fluorofeenylo)piperazynylo]propoksy]-4-metylo
kumaryny), ktora wykazata wyzsze powinowactwo do receptora 5-HT2a niz do 5-HT:a. Pochodna ta
byta jednak najstabiej dziatajagcym zwigzkiem w badanej grupie (Ki=1350,00+£125,00 nM dla 5-HT1a i
Ki=408,0=19,4 nM dla 5-HT.a). Zwiazki zawierajace 1-(2-bromofenylo)piperazyne, 1-(3-
bromofenylo)piperazyng lub 1-(2-metoksyfenylo)piperazyng (82, 84, 85 i 90) wykazaly najwyzsze
powinowactwo do receptora 5-HT.a (odpowiednio: K=7,0+0,5, 6,0+0,4, 6,5+0,7, 8,0+0,7 nM).
Podobnie jak w przypadku receptora 5-HTia, trojweglowy linker dawat za kazdym razem lepsze
rezultaty. Zamiana tancucha trojweglowego na czterowegglowy, obnizata aktywno$¢. Byla tylko jedna
para zwigzkow (84 i 85), ktére mimo réznicy w diugosci tancucha wykazaly powinowactwo do
receptora 5-HT2a na tym samym poziomie (odpowiednio: Ki=6,0+0,4 nM i Ki=6,5+0,7 nM). Zaden z
badanych zwigzkow nie wykazal dziatania na poziomie mianseryny (Ki=2,0£0,1 nM), ktéra byla
substancja odniesienia.

Teoretyczne symulacje dokowania ligandéw do receptora 5-HT1a dla wszystkich nowych zwiazkow
pozwolity dodatkowo zinterpretowac wyniki badan in vitro dla serii
arylo/heteroarylopiperazynylowych pochodnych 8-acetylo-7-hydroksy-4-metylokumaryny. W pracy
H-6 zaprezentowatam, mig¢dzy innymi, wyniki badaf teoretycznych dla dwoch pochodnych - 8-
acetylo-7-[3-[4-(2-bromofenylo)piperazynylo]propoksy]-4-metylokumaryny (82) i 8-acetylo-7-[4-[4-
(2-bromofenylo)piperazynylo]butoksy]-4-metylokumaryny (83), roznigcych sie jedynie dlugoscig
fancucha alkilowego w czagsteczce. Okazalo si¢, ze oba zwiazki tworza silne wigzania wodorowe
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zapewniajgce zakotwiczenie w kieszeni receptora Z Asp 116. Jednak w zaleznosci od dtugosci linkera,
kumarynowa czg$¢ czasteczki zajmuje inng pozycje w kieszeni receptora i w przypadku
trojweglowego tancucha tworzy dodatkowo silne wigzania wodorowe z Ser 199 i Thr 200, natomiast
w przypadku czteroweglowego linkera — jedynie wigzanie wodorowe z Trp 358. Wszystkie
szczegotowe rysunki i tabele, dotyczace dokowania molekularnego, oraz ich wnikliwg interpretacje
zamies$citam w pracy H-6.
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Rysunek 13. Poziom zachowan depresyjnych mierzony w teScie zawieszenia za ogon po
dootrzewnowym podaniu zwigzkéw a) 82 lub b) 90. Kontrole pozytywng stanowity osobniki
otrzymujace fluoksetyne (FLX). Wyniki przedstawiono jako $rednie z btgdami standardowymi (+
SEM). Wszystkie grupy zwierzg stanowilo 6-8 myszy. Dane analizowano przy wykorzystaniu 1-
czynnikowej analizy wariancji (ANOVA) i testu post-hoc Bonferroniego. Istotno$¢ porownan grup
badanych z grupg kontrolna przedstawiono przy pomocy jednego, dwoch lub trzech symboli
okreslajacych istotno$¢ na poziomie 0.05, 0.01 lub 0.001.

Dwie pochodne - 8-acetylo-7-[3-[4-(2-bromofenylo)piperazynylo]propoksy]-4-metylokumaryna (82) i
8-acetylo-7-[3-[4-(2-metoksyfenylo)piperazynylo]propoksy]-4-metylokumaryna (90), ktore wykazaty
najwyzsze powinowactwo do receptora 5-HT1a zostaly poddane testom in vivo w celu oceny efektu
ich przeciwdepresyjnego (Rysunek 13). W badaniach zastosowano test zawieszenia za ogon (TST —
tail suspension test) z grupa myszy kontroli pozytywnej otrzymujacej fluoksetyne - selektywny
inhibitor wychwytu zwrotnego serotoniny. Zgodnie z oczekiwaniami zwierzeta z grupy kontroli
pozytywnej otrzymujace fluoksetyne wykazywaly zalezne od dawki (20mg/kg oraz 40 mg/kg)
zmniejszenie zachowan depresyjnych mierzone skroceniem czasu bezruchu. Podanie badanego
zwigzku 82 w dawkach 0,3mg/kg lub 1,0mg/kg nie skutkowato zmianami w ocenianym czasie
bezruchu, natomiast podanie wyzszych dawek 3mg/kg oraz 10mg/kg spowodowato istotne wydtuzenie
tego parametru, w porownaniu do myszy grup kontrolnych, §wiadczace o wywotaniu zachowan
depresyjnych (p<0.05). Zwierzgta otrzymujace zwigzek 82 wykazywaty zalezny od dawki wzrost
zachowan depresyjnych (wydluzenie czasu bezruchu). Ponadto myszy otrzymujace najwyzszg dawke
zwiagzku 82 charakteryzowaty si¢ uogdélnionym zmniejszeniem aktywnos$ci ruchowej w klatce (dane
obserwacyjne). W poréwnaniu do zwigzku 82 podanie zwigzku 90 nie skutkowalo zmianami w
poziomie zachowan depresyjnych w tescie TST ani zmianami uogdlnionej aktywnos$ci ruchowej, co
moze wynikaé z nizszego potencjatu aktywacji receptorow w pordwnaniu do zwigzku 82 mierzonych
w testach receptorowych. Mozliwym jest, Ze wzrost czasu bezruchu w tescie TST po podaniu zwigzku
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82 moze by¢ wynikiem zarowno prodepresyjnego, antagonistycznego oddzialywania na
postsynaptyczne receptory 5-HT1a jak réwniez uogdlnionego efektu hamujacego aktywnos$¢ ruchowa
zwierzat. Prawdopodobnie, to wuogdlnione zmniejszenie aktywnosci ruchowej spowodowato
wydhluzenie czasu bezruchu w tescie TST — zatem efekt prodepresyjny byt niespecyficzny.

3. Podsumowanie

Opisane w poprzednim rozdziale badania miaty na celu poszukiwanie struktur wiodacych o
sprecyzowanej aktywnos$ci biologicznej wsérdd pochodnych hydroksykumaryn. Aby zrealizowac
zatozony cel przeprowadzilam szereg syntez nowych zwiazkow, udokumentowatam ich struktury za
pomocg widm *H NMR, ®C NMR i MS, a dla niektorych takze metodami dyfrakcji rentgenowskiej.
Nastepnie poszczegédlne grupy zwiazkoéw zostaly poddane badaniom biologicznym, w ktorych
oceniono ich cytotoksycznos¢ in vitro w stosunku do ludzkich komorek nowotworowych, aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa i/lub powinowactwo do receptoréw 5-HTia i 5-HT2a. Na podstawie
otrzymanych wynikow przeprowadzitam analiz¢ zalezno$ci struktura-aktywnos¢. Kazda z nowo
otrzymanych substancji powigkszyta baze struktur, ktora moze by¢ wykorzystywana przy tworzeniu
modeli ulatwiajacych poszukiwania nowych substancji o zdefiniowanych witasciwosciach. Trzeba
bowiem pamietac, ze nie sama tylko aktywnos¢ substancji decyduje o mozliwosci jej wykorzystania w
terapii, ale takze parametry fizykochemiczne umozliwiajace stworzenie odpowiedniej postaci leku,
gwarantujacej dotarcie substancji leczniczej do celu molekularnego w organizmie. Polskie instytucje
naukowe poszukujg do analiz nowych, oryginalnych substancji, ktore mogltyby okaza¢ si¢ skuteczne w
walce z chorobami nowotworowymi, zakazeniami bakteriami chorobotworczymi czy chorobami
osrodkowego uktadu nerwowego.

Wyniki moich prac pokazaty, ze pochodne 5-hydroksykumaryny, obok dobrze poznanych, ale wcigz
skrywajacych wiele niespodzianek pochodnych 7-hydroksykumaryny sa ciekawym i obiecujacym
zrodtem struktur wiodgcych do poszukiwania nowych chemoterapeutykéw. Wstepne poszukiwanie
zwigzkow dziatajagcych na receptory serotoninowe przyniosly zachecajace rezultaty. Analiza
zaleznosci struktura-aktywnos¢ pozwolita sprecyzowac jakie elementy struktury nowo otrzymanych
zwigzkow decyduja o ich wiasciwosciach biologicznych, a tym samym udato si¢ wyloni¢ struktury
wiodace dobrze rokujace w badaniach planowanych w przysztosci.

Do gtéwnych osiggnie¢ zaliczam:

- skuteczny plan syntezy nowych zwigzkow poprzez modyfikacje struktur wiodacych: 5-hydroksy-4,7-
dimetylokumaryny (Sa), 6-acetylo-5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny (Sb), 8-acetylo-7-hydroksy-4-
metylokumaryny (Sc), 5-hydroksy-2’,2’,4-trimetylopirano[2’,3’-f]-(8H)kumaryny (Sd), 7-hydroksy-
2°,2’ A-trimetylopirano  [2°,3’-f]-(BH)kumaryny (Se) i 7-hydroksy-2’,2’-dimetylopirano[2’,3’-f]-
(8H)kumaryny (Sf),

- wykorzystanie zoptymalizowanych warunkéw ogrzewania mikrofalowego do syntezy 91 nowych,
nieopisanych wczes$niej literaturze naukowej zwigzkow,

- opracowanie metod oczyszczania nowych zwigzkow z zastosowaniem chromatografii kolumnowej,
przez odpowiedni dobor rozpuszczalnikow i ich mieszanin,
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- dokladne przypisanie sygnatléw rezonansowych odpowiednim atomom w widmach H NMR, 3C
NMR i MS, dla wszystkich nowych zwigzkow,

- okreslenie struktur w ciele statym dla 7-hydroksy-2’,2’,4-trimetylopirano[2’,3’-f]-(8H)kumaryny
(Se), 7-hydroksy-2’,2’-dimetylopirano[2°,3’-f]-(8H)kumaryny (Sf), 3,6,8-tribromo-5-hydroksy-4,7-
dimetylokumaryny (2), 5-(2-dietyloamino)etoksy-2°,2’,4-trimetylopirano[2°,3’,f]-(8H)kumaryny (13),
4,7-dimetylo-5-[4-[4-(1-fluorofenylo)piperazynylo]butoksy]kumaryny (19), 4,7-dimetylo-5-[3-[4-(2-
fluorofenylo)piperazynylo]propoksy]kumaryny  (39) i 6-acetylo-4,7-dimetylo-5-[3-(morfolin-4-
ylo)propoksykumaryny (45) metodami rentgenowskiej analizy strukturalnej,

- poszerzenie wiedzy na temat syntezy i dzialania  przeciwdrobnoustrojowego,
przeciwnowotworowego i powinowactwa do receptorow 5-HTia i 5-HT2a pochodnych
hydroksykumaryn, w tym grupy stabo dotad poznanych 5-hydroksykumaryn,

- wskazanie zaréwno interesujacych kierunkow badan biologicznych dla otrzymanych pochodnych,
jak i obszar6éw ich niskiej aktywnosci,

- ocen¢ aktywnosci przeciwnowotworowej pochodnych 5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny i 6-
acetylo-5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny oraz ich bromowanych analogéw i kompleksow z Cu(ll).
Okreslenie pozytywnego wplywu zarowno wprowadzenia grupy acetylowej w bezposrednie
sasiedztwo grupy hydroksylowej, jak i kompleksowania za pomoca Cu(II), na aktywnos¢ biologiczng
oraz wyselekcjonowanie najbardziej aktywnych zwigzkow,

- ocen¢ pochodnych piranokumaryn jako zwigzkow o wysokim potencjale przeciwnowotworowym.
Wskazanie, ze pochodne alloksantoksyletyny z podstawnikami aminowymi po przeciwnej stronie do
grupy laktonowej wykazujg wysoka aktywnos$¢ przeciwnowotworowa oraz podwyzszaja czutosé
komoérek nowotworowych na indukowana lekami $mier¢ komorkowsa, a takze wyselekcjonowanie
struktur wiodgcych na podstawie analizy struktura-aktywnos¢,

- ocen¢ powinowactwa do receptorow 5-HTia i 5-HToa dla arylo/heterarylopiperazynylowych
pochodnych  5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny i 6-acetylo-5-hydroksy-4,7-dimetylokumaryny.
Okreslenie potencjatu badanych pochodnych w zakresie powinowactwa do receptora 5-HTia i ocene
celowosci wprowadzenia grupy acetylowej do struktury czasteczki. Wskazanie struktur wiodacych (6-
acetylo-4,7-dimetylo-5-[4-[4-(2-fluorofenylo)piperazynylo]butoksy]kumaryna  (20), 6-acetylo-4,7-
dimetylo-5-[3-[4-(2-fluorofenylo) piperazynylo]propoksy]kumaryna (38), 6-acetylo-4,7-dimetylo-5-
[3-[4-(3-metoksyfenylo) piperazynylo]propoksy]kumaryna (42), 6-acetylo-4,7-dimetylo-5-[3-[4-(2,3-
dichlorofenylo)  piperazynylo]propoksylkumaryna (50) i 6-acetylo-4,7-dimetylo-5-[3-[4-(2-
cyjanofenylo) piperazynylo]propoksy]lkumaryna (52)) na podstawie analizy struktura-aktywnos¢,

- oceng powinowactwa do receptoréw 5-HTia i 5-HT2a dla arylo/heteroarylopiperazynylowych
pochodnych 8-acetylo-7-hydroksy-4metylokumaryny. Okreslenie wysokiego potencjatu badanych
pochodnych w zakresie powinowactwa do receptora 5-HTia. Wskazanie struktur wiodacych (8-
acetylo-7-[3-[4-(2-bromofenylo)piperazynylo]propoksy]-4-metylokumaryny (82) i 8-acetylo-7-[3-[4-
(2-metoksyfenylo)piperazynylo]propoksy]-4-metylo kumaryny (90)) na podstawie analizy struktura-
aktywnosc.
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