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Zyciorys naukowy

W 2015 roku ukonczytam I Liceum Ogolnoksztalcace im. Ksiecia Bolka I w Jaworze.
W tym samym roku rozpoczetam studia licencjackie na Wydziale Chemii Uniwersytetu Adama
Mickiewicza na kierunku chemia, specjalno$¢ chemia sagdowa. Prace licencjacka pod tytutem:
“Kosci jako materiat biologiczny w badaniach toksykologiczno-sagdowych” przygotowatam
pod opieka Pani Prof. UAM dr hab. Beaty Jasiewicz.

W 2018 roku rozpoczg¢tam badania nad solami pirydoksyny (witaminy Be) w Zaktadzie
Produktow Bioaktywnych w ramach pracowni magisterskiej. Pod kierunkiem Pani Prof. UAM
dr hab. Anny Komasy napisalam prac¢ “Badania spektroskopowe, strukturalne i teoretyczne
kompleksow pirydoksyny z kwasami” i w 2020 roku uzyskatam tytul magistra chemii.

Studia w Szkole Doktorskiej Nauk Scistych rozpoczetam w pazdzierniku 2021 roku,
gdzie zajelam si¢ tematyka nowych pochodnych alkaloidéw indolowych i ich aktywno$cig bio-
logiczna. Badania wykonywatam w Zaktadzie Produktéw Bioaktywnych, pod opiekg Pani Prof.
UAM dr hab. Beaty Jasiewicz. Odbytam rowniez staz w Zaktadzie Biologii Komoérki na
Wydziale Biologii UAM, gdzie przy wsparciu Pani Prof. UAM dr hab. Lucyny Mréwczynskiej
wykonywatam badania wlasciwos$ci hemolitycznych i1 antyoksydacyjnych otrzymanych zwiaz-
kow.

Wyniki swoich badan w formie wystapienia ustnego lub posteru przedstawitam na pig-
ciu konferencjach naukowych. Jestem wspotautorka kilku artykutow naukowych, opublikowa-
nych w czasopismach z listy filadelfijskie;.
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Wstep i cel pracy

Badania zaleznosci aktywnos$ci zwigzkow od struktury (SAR, ang. Structure-Activity
Relationships) s istotnym elementem projektowania nowych lekow. Wiedzac, ktére elementy
budowy czasteczki majg wpltyw na jej konkretne wlasciwosci, mozna tak modyfikowa¢ nowe
pochodne, by uzyskac jak najlepsza aktywnos¢ biologiczng.

Powszechng praktyka sg zmiany podstawnikow w znanych juz aktywnych czastecz-
kach. Zastgpienie atomu wodoru grupg funkcyjng lub podstawnikiem, takim jak alkil lub halo-
gen, moze znaczaco zmodyfikowac¢ dziatanie biologiczne zwigzkow. Inng metodg jest laczenie
ze sobg dwoch lub wiecej aktywnych czasteczek 1 otrzymywanie koniugatow.

W ciagu ostatnich lat zauwazy¢ mozna wzrost zainteresowania antyoksydantami. Zwig-
zane jest to z udziatlem utleniaczy w wielu chorobach przewlektych, migdzy innymi chorobach
Alzheimera i Parkinsona, cukrzycy, chorobach serca i ptuc, schorzeniach psychicznych, takich
jak depresja czy schizofrenia, a takze w nowotworach oraz procesie starzenia. Z tego powodu
poszukiwanie nowych zwigzkow o wlasciwosciach przeciwutleniajacych jest tak istotnym za-
gadnieniem. Ugrupowaniem chetnie wykorzystywanym w takich syntezach jest pierscien
indolu, obecny w wielu zwigzkach pochodzenia naturalnego, miedzy innymi w graminie. Mo-
dyfikacje tego alkaloidu mogg prowadzi¢ do otrzymania pochodnych wykazujacych szereg
wlasciwosci biologicznych.

Celem mojej pracy doktorskiej byla synteza koniugatow indolowych o potencjal-
nych wlasciwosciach antyoksydacyjnych oraz analiza zaleznoSci aktywnosci biologicznej
otrzymanych zwiazkow od ich struktury.

Wychodzac z graminy otrzymalam trzy grupy koniugatow indolowych:
1) indolowo-imidazolowe, 2) indolowo-tioketonowe i1 3) indolowo-pirazolowe.

Ponadto, aby sprawdzi¢ w jakim stopniu reakcje kompleksowania mogg zmieni¢ wia-
sciwosci  biologiczne ligandow, otrzymatam zwigzki kompleksowe koniugatéw
indolowo-imidazolowych z chlorkiem cynku.

Strukture wszystkich nowych zwigzkéw potwierdzitam za pomoca spektrometrii mas
oraz spektroskopii FT-IR i NMR ('H i *C). Dla wiekszoé¢ koniugatow i kompleksow wyko-
nana zostata analiza krystalograficzna.

Badania biologiczne skupity si¢ gtownie na okresleniu aktywno$ci hemolitycznej
1 antyoksydacyjnej zwigzkow. Zbadatam ich zdolno$¢ do ochrony erytrocytow przed hemoliza
indukowang oksydacyjnie oraz do chelatowania jonow zelaza (II). Analiza otrzymanych wyni-
kow pozwolita na okreslenie zalezno$ci aktywnos$ci hemolitycznej i1 przeciwutleniajacej zwigz-
kéw od ich struktury.

Badania dokowania molekularnego postuzyty do przeanalizowania powinowactwa wy-
branych koniugatéw do enzymow bioragcych udziat w stresie oksydacyjnym. Ponadto



za pomocg metod in silico sprawdzitam parametry fizykochemiczne otrzymanych pochodnych,
okreslajace podobienstwo zwiazkow do lekow.

Dodatkowo badania biologiczne zostaly poszerzone o sprawdzenie aktywnos$ci przeciw-
bakteryjnej 1 przeciwgrzybicznej koniugatow 1 kompleksow. Wybrane w tym celu szczepy mi-
kroorganizméw sa szeroko rozpowszechnione w §rodowisku i mogg przyczyniac si¢ do chorob
zarowno w$rod ludzi jak i roslin.

Wszystkie opisane w tej pracy wyniki sg zawarte w trzech opublikowanych artykutach
o migdzynarodowym zasig¢gu oraz jednym wystanym do redakcji.



Czesc literaturowa
1. Koniugaty

Koniugaty to zwiazki powstate z potaczenia ze sobg kowalencyjnym tagcznikiem dwoch
(lub wiecej) aktywnych biologicznie indywiduéw chemicznych [1]. Moga one nie tylko taczy¢
wlasciwosci zwigzkow, z ktorych pochodza, ale takze wykazywac¢ mniejszg toksycznos$é
1 poprawi¢ ich biodostepnos¢. Dodatkowo umozliwiajg ukierunkowane dziatanie farmaceuty-
kow, tak wazne w przypadku walki z nowotworami [2—4].

Strategia laczenia ze sobg roznych lekow znana jest od dziesigcioleci 1 nosi nazwe poli-
terapii lub leczenia skojarzonego. Od lat stosowana jest w terapiach przeciwnowotworowych
oraz w leczeniu AIDS i1 malarii [5]. Przyjmowanie dwoch lub wigcej farmaceutykow jednocze-
$nie ma na celu migdzy innymi poprawe ich dzialania, zmniejszenie efektow ubocznych a takze
walke z antybiotykoodpornoscia [5,6]. Takie podejscie jednak niesie ze sobg wigksze ryzyko
toksycznos$ci. Trudniej jest ustali¢ bezpieczng dawke dwoch lekow niz jednego, a dodatkowo
moga one wchodzi¢ ze soba w trudne do przewidzenia interakcje oraz znacznie roznic si¢ SWoja
farmakokinetyka [7]. Koniugaty stanowig alternatywe dla politerapii.

Kowalencyjny lacznik, stanowiacy potaczenie migdzy bioaktywnymi sktadnikami ko-
niugatéw, moze by¢ zaprojektowany zarowno tak, by zostaé zerwanym po przedostaniu
si¢ zwigzku do organizmu, jak i pozosta¢ nierozerwanym (Rys. 1) [8,9]. W pierwszym przy-
padku mowa o prolekach (zwigzkach nie bedacych lekami, ale stajagcymi si¢ nimi po przemia-
nach metabolicznych in vivo [10]), w drugim natomiast cate koniugaty wykazuja dziatanie far-

makologiczne.
Zwiazek A
Nierozrywalny Rozrywalny
facznik tacznik

A L D @
Lek Prolek

Rysunek 1. Schemat budowy koniugatu, bedgcego lekiem.



1.1. Biokoniugaty

Gdy przynajmniej jednym z elementow tworzacych koniugat jest bioczasteczka
(np. aminokwas, peptyd, cukier, ttuszcz [11]) cato$¢ nosi nazwe biokoniugatu [12]. Czesto
to pojecie ma jeszcze wezsze znaczenie i odnosi si¢ do polaczenia §rodka o dziataniu farmako-
logicznym i makroczasteczki, takiej jak biatko czy polimer [13,14]. Gléwnym celem takiego
podejscia jest synteza lekow o ukierunkowanym i lepszym dziataniu oraz mniejszej toksyczno-
Sci [15,16].

Biokoniugaty znalazty zastosowanie jako leki przeciwnowotworowe [17], przeciwbak-
teryjne [18], a takze jako szczepionki [19]. Przyktadem sg koniugaty przeciwciato-lek, bedace
polaczeniem przeciwciala monoklonalnego, zwigzku cytotoksycznego 1 tacznika [9,20,21].
Sa one klasg lekow przeciwnowotworowych, ktdore w precyzyjny sposob dostarczaja silnie
cytotoksyczng molekute bezposrednio do komodrek rakowych [20]. W tym wypadku biocza-
steczka jest przeciwcialo, ktore laczy si¢ specyficznie z konkretnym antygenem, zapewniajac
tym samym ukierunkowane dziatanie biokoniugatu [21].

1.2. Zwigzki hybrydowe

Hybrydami okresla si¢ zwigzki sktadajace si¢ z przynajmniej dwéch aktywnych czaste-
czek, polaczonych kowalencyjnym tacznikiem [22]. Uzyskane w taki sposob pochodne moga
wykazywac lepsza aktywno$¢ niz zwigzki wyjsciowe 1 mie¢ lepsza biodostepnos¢ [23,24].
Dzigki dziataniu w wigcej niz jednym miejscu jednoczesnie i dzigki réznym mechanizmom
dziatania komponentéw hybrydy, moga by¢ one odpowiedzig w walce z choroba Alzheimera
[25], antybiotykoodporno$cia bakterii [26] czy lekoodporno$cia nowotwordw [27].
Ich ogromny potencjat sprawia, ze od wielu lat ciesza si¢ rosngcym zainteresowaniem [28].

2. Indol

Wsrod zwigzkéw organicznych wykorzystywanych do syntez w chemii medycznej
na szczegdlng uwage zastuguja zwigzki heterocykliczne. Posiadajg one przynajmniej jeden he-
teroatom, tj. inny niz atom wegla, najczesciej jest to atom azotu, tlenu lub siarki, wbudowany
w strukture pierscienia. Uktady heterocykliczne mozna znalez¢ w zwigzkach pochodzenia na-
turalnego, zardwno roslinnego jak i zwierzecego oraz w wielu lekach. Wedtug danych z lat
2013-2023, zwiazki heterocykliczne zawierajace atom azotu stanowia 82% wszystkich nowych
matoczasteczkowych lekéw zatwierdzonych przez FDA (Agencja Zywno$ci i Lekow,
ang. Food and Drug Administration), podczas gdy w latach 1938-2012 byto to 59% [29]. Po-
roOwnanie to pokazuje jak duzym zainteresowaniem w syntezie farmaceutykow ciesza sig
zwigzki heterocykliczne.

Przedstawicielem zwigzkéw  heterocyklicznych  jest indol  (2,3-benzopirol,
1H-benzo[b]pirol), zawierajacy dwa skondensowane pierscienie: benzen i pirol. Ptaska budowa
1 obecnos¢ dziesigciu zdelokalizowanych elektrondow m sprawiaja, ze zaliczany jest on do zwigz-
kow aromatycznych. Jego stabo zasadowy charakter zwigzany jest z udziatem w rezonansie
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elektronowym wolnej pary elektronowej atomu azotu, co uniemozliwia wykorzystanie jej w
reakcji protonowania [30]. Podobnie jak benzen, indol ulega reakcji substytucji elektrofilowe;.
Preferowang pozycja ataku jest pozycja C3 z uwagi na zwigkszong gestos$¢ elektronowaq 1 naj-
wickszg stabilno$¢ powstatego produktu przejsciowego (Rys. 2) [31].
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Rysunek 2. Struktura indolu wraz z numeracjg atomow wegla oraz schemat substytucji elektrofilowej
w pierscieniu indolu.

Uktad indolowy obecny jest w strukturze egzogennego aminokwasu tryptofanu
(Rys. 3A), bedacego prekursorem miedzy innymi serotoniny 1 melatoniny oraz auksyn, roslin-
nych hormonéw wzrostu [32,33] (Rys. 3B-D). Indol wystepuje w ludzkich odchodach i razem
z para-krezolem (4-metylofenolem) stanowi prekursor wielu toksyn mocznicowych, czyli tok-
sycznych metabolitoéw wydalanych wraz z moczem [34]. Jest odpowiedzialny za nieprzyjemny,
charakterystyczny zapach katu [35], ale w malych stgzeniach pachnie jasminem 1 jest chetnie
wykorzystywany jako srodek zapachowy w perfumach czy herbatach [36].
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Rysunek 3. Wzory tryptofanu (A), serotoniny (B), melatoniny (C) i kwasu indolilo-3-octowego, przy-
ktady auksyny (D) .

Pochodne indolu powszechnie wystgpuja w §wiecie przyrody w postaci alkaloidow
indolowych [37]. Alkaloidy sa ogromna grupa zwiazkéw organicznych (kilkanascie tysiecy),
a brak doktadnej definicji sprawia, ze w niektorych przypadkach trudno je odrézni¢ od innych



naturalnych produktéw [38]. Mianem alkaloidéw okresla si¢ zwigzki pochodzenia naturalnego
(z roslin, grzybow lub bakterii, a takze niektorych zwierzat, gtownie owadow [39]), zawierajace
w swojej strukturze atom azotu i zazwyczaj majace charakter zasadowy [40]. Klasyfikuje si¢
je glownie ze wzgledu na budowe chemiczng [41]. Jedng z najwigkszych grup alkaloidow sg
alkaloidy indolowe.

Zidentyfikowano je mi¢dzy innymi w roslinach z rodzin toinowatych (Apocynaceae),
marzanowatych (Rubiaceae), loganiowatych (Loganiaceae), blotniowatych (Nyssaceae)
[37,42] i wiechlinowatych (Gramineae; Poaceae) [43], a takze w mikroorganizmach morskich
[44], psychoaktywnych grzybach [45] i jadzie ropuch z rodzaju Bufo [46] (Rys. 4).

\ Psylocybina
NH

Bufo gargarizans Dehydrobufotenina

o

Harmina

Peganum harmala

N 57 :
)4/ Penicillium polonicum
Flustramina M

Flustra foliacea Polonidyna A

Rysunek 4. Przyktady alkaloidow indolowych i zrodia ich pochodzenia.

Alkaloidy indolowe oraz ich pochodne wykazujg szereg wtasciwosci biologicznych.
Wsrdd nich wymieni¢ mozna aktywno$¢ przeciwutleniajaca, przeciwnowotworowa, przeciw-
bakteryjng 1 przeciwgrzybiczng [37,47,48]. Zwiazki indolowe wykorzystywane sg w poszuki-
waniu nowych lekow przeciwzapalnych [49], przeciw chorobom Alzheimera [50] i Parkinsona
[51], przeciwko cukrzycy [52], HIV [53] oraz SARS-CoV-2 [54].
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2.1. Wiasciwosci przeciwutleniajgce indolu

Wolne rodniki sa indywiduami chemicznymi posiadajacymi w swojej strukturze niespa-
rowany elektron. Taka budowa sprawia, ze sg niestabilne 1 wysoko reaktywne [55]. Ich zrodta
sg zardwno egzo- jak i endogenne, a ich nadmiar prowadzi do stresu oksydacyjnego [56]. Ten
z kolei ma swoj udziat w wielu chorobach, miedzy innymi cukrzycy, otylosci czy chorobach
neurodegeneracyjnych [57]. Stad istotne jest poszukiwanie nowych zwigzkoéw przeciwutlenia-

jacych.

Wiasciwosci antyoksydacyjne indolu powigzane sg gldwnie z obecnoscia niepodstawio-
nego atomu azotu w pierscieniu pirolu, bedacego aktywnym centrum redoks czasteczki [58].
Dodatkowo, bogaty w elektrony uktad aromatyczny indolu, bedacy donorem elektronéw, moze
stabilizowa¢ powstate wolne rodniki, a w pozycji C3 mozliwa jest elektrofilowa addycja rod-
nikowa [59]. Istotny jest takze nie tylko rodzaj, ale 1 potozenie podstawnika, jako ze zawada

przestrzenna moze miec istotny wplyw na oddziatywanie z duzymi objetosciowo utleniaczami
[58].

Przyktadem pochodnej indolu cechujacej si¢ aktywnos$cig antyoksydacyjng jest melato-
nina (Rys. 5). Jest to hormon odpowiadajacy za regulacje cyklu dobowego, a takze procesu
dorastania czy formowania pamigci [60]. Melatonina wychwytuje wolne rodniki zar6wno
tlenowe (rodnik hydroksylowy, nadtlenek wodoru, tlen singletowy) jak i azotowe (tlenek azotu,
anion nadtlenoazotynowy). Swoja aktywno$¢ zawdzigcza obecno$ci pierscienia indolowego
oraz podstawnikom: grupie amidowej w pozycji C3 i1 grupie metoksylowej w pozycji C5 [59].
Fragment karbonylowy w grupie amidowej wychwytuje wolne rodniki, podczas gdy atom azotu
bierze udziat w tworzeniu nowego pigcioczlonowego pierscienia po interakcji z reaktywna cza-
steczka [61]. Grupa metoksylowa natomiast zapobiega prooksydacyjnym reakcjom oraz dostar-
cza elektrony do pierscienia indolu [59].

OH "\(
' HO, 14 HO, 4
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N
H

HO HO
2 - 5
N \fo}/ N Y
H H HO

Cykliczna 3-hydroksymelatonina

IZ -

@]

\
I=Z

I=z

Melatonina

Rysunek 5. Schemat neutralizacji rodnika hydroksylowego przez melatonine.
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Oprécz melatoniny, do zwigzkow indolowych naturalnego pochodzenia wykazujacych
wlasciwosci  antyoksydacyjne naleza migdzy innymi indolo-3-karbinol [62], kwas
indolilo-3-propionowy [63], windolina [64] i gramina [65].

Z uwagi na swoja aktywnos¢ biologiczng indole sg ch¢tnie wykorzystywane w syntezie
nowych koniugatéw o wilasciwosciach przeciwutleniajacych. Przykladem moga by¢ hybrydy
indolu z kwasem kawowym [66], chalkonami [67,68], izoniazydem [69], hydrazonami [70]
czy 1,3,4-oksadiazolami [71] oraz koniugaty indolu z izatyna, tryptofanem i benzolidenoinda-
nonem (Rys. 6A) zsyntezowane przez Arumugam i in. Te ostatnie neutralizujg czgsteczki H>O»
w takim samym stopniu co zwigzek referencyjny, jakim byta witamina C, w kazdym badanym
stezeniu [72].

Wsréd grupy hybryd indolu z pochodnymi 3-(4-chlorobutylo)—1H-indolo-5-karboni-
trilu, otrzymanymi przez Jagadeesan 1 in., najlepsze wlasciwos$ci antyoksydacyjne w testach
z udziatem DPPH i1 ABTS wykazal zwiazek z pierScieniami tiazolowym i pirydynowym
(Rys. 6B) [73]. Wysoka aktywnoscig odznaczyly si¢ takze pochodne z 4-metylo-1,2,4-triazo-
lem, benzimidazolem i 5-metoksybenzimidazolem.

Kolejna grupa pochodnych to hybrydy indolowo-benzimidazowe (Rys. 6C) zsyntezo-
wane przez Kathrotiya i Patela charakteryzujace si¢ dobrymi wlasciwosciami redukujacymi
jony zelaza w osoczu (FRAP, ang. Ferric reducing ability of plasma) [ 74]. Badania prowadzone
przez Ashok i in., na pochodnych indolowo-benzimidazolowych dodatkowo podstawionych
w pozycji N1 indolu wykazaly, ze zwigzki te maja zdolnosci do wychwytywania rodnikéw
DPPH i H>0; [75]. Najlepsza aktywnos$cia charakteryzowaly si¢ zwiazki majace grupg metok-
sylowa w pierscieniu fenylowym (Rys. 6D).
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Rysunek 6. Koniugaty indolowe o wlasciwosciach przeciwutleniajgcych.

2.2. Wtasciwosci przeciwnowotworowe indolu

Nowotwory sa drugg najczgstsza przyczyng zgondw, zaraz po chorobach serca [76], nic
wigc dziwnego, ze poszukiwania nowych lekéw przeciwnowotworowych sg jednym z priory-
tetow chemii medycznej. Uktadem czgsto pojawiajacym si¢ w takich syntezach jest pierscien
indolowy. Motywowane jest to zdolnoscig zwigzkow heterocyklicznych do tworzenia miedzy-
czasteczkowych wigzan wodorowych z celem farmakologicznym oraz obecnoscig indolu
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w dwoch lekach przeciwnowotworowych pochodzenia naturalnego: winkrystynie (Rys. 7A)
1 winblastynie [77]. Wéréd innych, zatwierdzonych do uzytku, terapeutykoéw zawierajacych
w swojej strukturze indol sg osimertinib (Rys. 7B), wykorzystywany w leczeniu niedrobnoko-
moérkowego raka ptuca [78], panobinostat (Rys. 7C), uzywany przy szpiczaku mnogim [79]
oraz midostaurin (Rys. 7D), pomocny w terapii ostrej biataczki szpikowej [80].

(A) (B) (€) (D)

Rysunek 7. Struktury lekow przeciwnowotworowych zawierajgcych indol: winkrystyna (A), osimertinib
(B), panobinostat (C), midostaurin (D).

Mechanizmy dzialania zwigzkéw indolu o wlasciwosciach przeciwnowotworowych
obejmuja migedzy innymi indukowanie apoptozy [81], inhibitowanie polimeryzacji tubuliny
lub topoimerazy [77], a takze powstrzymywanie proliferazy i syntezy DNA [78]. Co wigcej,
pochodne indolu wykazuja aktywno$¢ przeciwko lekoodpornym nowotworom, dzieki zaktoce-
niu wielu szlakéw sygnatowych w komorkach [82,83]. Nowe hybrydy indolowo-pirazolowe
1 indolowo-tiazolidynowe sg skuteczne przeciwko nowotworowi watroby [84,85], a zwigzki
z tiadiazolami oraz oksindolem powstrzymujg wzrost komorek raka piersi [86,87].

2.3. Wiasciwosci przeciwbakteryjne indolu

Bakterie wystepuja wszedzie dookota nas. Wigkszos$¢ z nich jest nieszkodliwa, a nie-
ktore szczepy wystepuja w ludzkim organizmie, Zyjac z nami w symbiozie i tworzac naturalng
flore bakteryjng [88]. Gdy jednak przedostang si¢ one ze swoich typowych siedlisk (np. usta,
jelita) na obszary, gdzie nie powinny wystepowac (np. krew, pluca) dochodzi do infekcji bak-
teryjnej [89]. Jest ona jedna z najczestszych chordb, co sprawia, ze synteza zwigzkow o dziata-
niu przeciwbakteryjnym nieustannie znajduje si¢ w centrum zainteresowan naukowcoOw.
Dodatkowym wyzwaniem jest rosnaca antybiotykoodporno$¢, zmuszajaca do poszukiwania
nowych lekéw i nowych mechanizméw ich dziatania [90].

Alkaloidy indolowe stanowig wazng grupe zwigzkow o wlasciwosciach przeciwbakte-
ryjnych. Wykazuja dziatanie przeciwko pateczce okreznicy (Escherichia coli) [91], laseczce
siennej (Bacillus subtilis) [92], roznym szczepom gronkowca ztocistego (Staphylococcus
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aureus, MSSA, MRSA) [93,94], a takze wielu innym, zarowno Gram-dodatnim jak i Gram-
ujemnym bakteriom [95,96].

Wyizolowany z mikroskopijnych grzybow Penicillium polonicum alkaloid indolowy,
polonidyna A, wykazat umiarkowane dziatanie przeciwko laseczce siennej (Rys. 8A) [97].
Wazrost tej bakterii inhibitujg takze zwiazki pochodzace z Voacanga africana (Rys. 8B) [98]
oraz Rauvolfia yunnanensis (Rys. 8C) [99].

Péjaro-Gonzélez i in. wykazali, ze sposrod alkaloidéow indolowych wyizolowanych
z Tabernaemontana cymosa woakangina (Rys. 8D) wykazuje aktywno$¢ przeciwko gronkow-
cowi ztocistemu [100].

(A) (8) (C) (D)

Rysunek 8. Alkaloidy indolowe o dziataniu przeciwbakteryjnym.

Zaréowno dimery indolu jak i jego koniugaty sg skuteczne przeciwko lekoodpornym
bakteriom z grupy ESCAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneu-
moniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter) [101,102].
Hybrydy benzotiofenowo-indolowe wykazuja dzialanie przeciw odpornemu na metycyling
gronkowcowi ztocistemu (MRSA). Podobnie zwigzki zawierajace zar6wno indol jak i nitroi-
midazol, ktore dodatkowo sg aktywne przeciw wankomycyno-odpornej Enterococcus faecium
[103].

2.4. Wiasciwosci przeciwgrzybiczne indolu

Choroby wywotlywane przez grzyby stanowig powazne zagrozenie nie tylko dla ludzi,
ale takze dla upraw. Moga prowadzi¢ do utraty nawet 1/5 z nich, a te liczby prawdopodobnie
wzrosng przez trwajace ocieplenie klimatu [104].

Alkaloidy indolowe wykazujace wtasciwos$ci antygrzybiczne wyizolowano migdzy in-
nymi z roslin Winchia calophylla [105)], Alstonia scholaris [106], Alstonia venenata [107], Kop-
sia genus [108] 1 z organizmoéw morskich [109].

Tryptantryna jest naturalnym alkaloidem, zaliczanym do grupy alkaloidow indolochi-
nazolinowych. Wykazuje wiele wlasciwosci biologicznych, miedzy innymi aktywnos$¢

14



przeciwgrzybiczng [110]. Inhibituje wzrost Cryptococcus [111], drozdzakow odpowiedzial-
nych za kryptokokoze, infekcj¢ grzybiczng charakteryzujaca si¢ znaczng zachorowalnos$cig i
wysoka $miertelnoscig [112]. Co wiecej, tryptantryna wykazuje takze dziatanie przeciwko in-
nemu chorobotworczemu grzybowi - Trichophyton benhamiae [113].

O

\N
N

0]
Tryptantryna

Rysunek 9. Wzor tryptantryny.

Zsyntezowana przez Pagniez i in. hybryda indolowo-triazolowa (Rys. 10A) byta sku-
teczna przeciwko drozdzakowi Candida, wywolujacemu kandydoze [114]. Grupa zwigzkow
zawierajacych te same dwa uklady (Rys. 10B) zostala otrzymana przez Al-Wabli i in. 1 wyka-
zala dziatanie przeciwko trzem szczepom Candida [115].

Wsraod serii 24 koniugatow indolowo-tiadiazolowych przebadanych przez He 1 in. na 14
grzybach bedacych patogenami ro$lin, pochodna z podstawnikiem w pozycji N1 indolu
1 z grupa metylowa w pierscieniu benzenu przylaczonym wigzaniem amidowym do tiadiazolu
(Rys.10C) byta bardziej aktywna przeciwko gronowcowi szaremu (Botrytis cinerea) niz zwia-
zek referencyjny [116].

Innym przyktadem hybryd indolowych o wiasciwosciach przeciwgrzybicznych sa
zwigzki otrzymane przez Chauhan 1 in. (Rys. 10D) [117]. Trzy z nich wykazaly aktywnos¢
przeciwko Candida albicans, porownywalng do aktywnosci standardowego leku flukonazolu.

(A) (B) (©) (D)

Rysunek 10. Koniugaty indolowe o wiasciwosciach przeciwgrzybicznych.
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3. Gramina

Jednym z przedstawicieli grupy alkaloidéw indolowych jest gramina (donaxin, 3-(di-
metyloaminometylo)indol) (Rys. 11). Po raz pierwszy zostala wyizolowana w 1935 roku z
lasecznicy trzcinowatej (Arundo donax L.) [118]. Roslina ta wzbudzila zainteresowanie bada-
czy, gdy zauwazono, ze jest pomijana przez pasace si¢ wielbtady, ktére wybieraly gatunek po-
krewny — trzcing pospolita (Phragmites australis). Sktonito to naukowcow do zbadania zawar-
tosci alkaloidow w tej roslinie. Udato si¢ im otrzymac krysztaty zwigzku o wzorze sumarycz-
nym Ci1H14N2, zawierajgcym nienasycone wigzania i wykazujgcym charakter zasadowy, kto-
remu nadano nazwe ,,donaxin” [118]. W tym samym roku inna grupa badawcza wyizolowata
ten sam zwigzek z jeczmienia, nazywajac go ,,gramina” [119]. P6zniej graming znaleziono row-
niez w innych ros$linach z rodziny wiechlinowatych np. w owsie (4vena sativa L.) [120] i mo-
zdze trzcinowatej (Phalaris arundinacea L.) [121], a oprocz tego takze w tubinie (Lupinus lu-

teus L.) [122] czy Gymnacranthera paniculata, drzewie z lasoéw deszczowych Nowej Gwinei
[123].

Rysunek 11. Wzor graminy.

Gramina jest chetnie wykorzystywana jako zwigzek wyjsciowy w syntezie pochodnych
indolowych z podstawnikiem w pozycji C3 [124-126]. Grupa dimetyloaminowa w tancuchu
bocznym indolu moze tatwo odej$¢ pod wptywem wysokiej temperatury (Rys. 12A) lub bedac
najpierw przeksztalcong w trzeciorzedowa s6l amonowa (bedaca dobra grupa odchodzaca)
(Rys. 12B), tworzac produkt przejSciowy, ktory nastgpnie moze reagowac z nukleofilem
[124,127,128].

Gramina nalezy do metabolitow wtornych i petni w roslinach rolg ochronng przed owa-
dami, a takze przezuwaczami [129]. Ponadto wykazuje aktywno$¢ przeciwutleniajaca [65]
1 przeciwnowotworowg [130]. Moze by¢ takze wykorzystywana do hamowania wzrostu alg
[131] oraz wykazuje potencjal w walce z pateczka zapalenia pluc (Klebsiella pneumoniae)
[132].

16



N” (\ Nu

N
o S g J— @;§
A) ogrzewanie R
N N
H
(‘\

H
E+
/
Nf A NS { “iNu Nu
N
B) ©:‘\< elimicacja/addycja f}j ) ©\/§
N N N N
H H H H

Rysunek 12. Metody otrzymywania pochodnych graminy poprzez A) ogrzewanie graminy i B) prze-
ksztalcenie graminy w sél amonowg.

Pochodne graminy wykazuja migdzy innymi wlasciwosci antyoksydacyjne. Chronig
krwinki czerwone (RBC) przed szkodliwym dziataniem wolnych rodnikéw generowanych
przez dihydrochlorek 2,2’-azobis(2-amidynopropanu) (AAPH), co wykazaty badania prowa-
dzone przez Kozanecka-Okupnik i in., Jasiewicz 1 in. oraz Berdzik i in. [124-126,133]. Wsr6d
otrzymanych zwigzkow najwigksza aktywnoscia, porownywalng do aktywnosci Troloxu (roz-
puszczalnej w wodzie formy witamy E) charakteryzowaly si¢ zwiazki zawierajace w swojej
strukturze w pozycji C3 indolu polaczone lacznikiem metylenowym pierscienie uracylu i tiou-
racylu [125] (Rys. 13A, B), a takze ftalimidu (Rys. 13C) [124,]. Aktywne byly takze inne po-
chodne zawierajace ugrupowanie ftalimidowe (Rys. 13D) [133] oraz takie bedace dimerami
indolowo-triazolowymi polaczonymi rdznej dlugos$ci tancuchami alkilowymi [126] (Rys. 13E).
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Rysunek 13. Pochodne graminy o wlasciwosciach antyoksydacyjnych.
Zhang 1 in. wychodzac z graminy zsyntezowali seri¢ hybryd indolowo-azolowych 1 zba-
dali ich dziatanie przeciwko nowotworowi zotadka [134]. Zwiazek zawierajacy bromobenzo-

tiazol (Rys. 14A) najlepiej inhibitowat proliferacje tych komorek rakowych. To samo ugrupo-
wanie, tj. benzotiazol, bylo takze obecne w dwoch pochodnych otrzymanych przez Ke i in.,
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ktore wykazywaty aktywno$¢ przeciwko nowotworom zotadka i watroby [135] (Rys. 14B, C).
Jednakze zwigzkiem o najlepszych wlasciwosciach przeciwnowotworowych, w tym samym
badaniu, byla hybryda zawierajaca pierScien pirazolu, inhibitujac proliferacj¢ komorek raka
watroby, zotadka, a takze ptuc (Rys. 14D).

(€) (D)

Rysunek 14. Pochodne graminy o wiasciwosciach przeciwnowotworowych.

Pochodne graminy wykazuja rowniez wilasciwosci przeciwmikrobowe. Inhibituja
wzrost szczepOw bakterii pateczki okreznicy 1 gronkowca ztocistego [136] oraz grzybow: gro-
nowca szarego, Fusarium culmorum 1 Zymoseptoria tritici [137].

W 2019 roku przebadano graming oraz grup¢ ponad trzydziestu jej pochodnych w kie-
runku dziatania antywirusowego przeciwko wirusowi mozaiki tytoniu, wywotujacemu chorobe
w roslinach z rodziny psiankowatych (Solanaceae Juss.) [138]. Badania te wskazaty kilka
zwigzkoéw o wyzszej niz ningnanmycyna, zwiazek referencyjny, zdolnosci do inhibicji tego wi-
rusa.

Pochodne graminy otrzymane przez Wei i in. wykazaty selektywne dzialanie hamujace
przeciwko infekcjom enterowirusem 71, powodujacym ci¢zka chorobe neurologiczna, a takze
choroby dloni, stopy i jamy ustnej u dzieci [139].

4. Azole

Azole sa heterocyklicznymi, pieciocztonowymi zwigzkami zawierajagcymi w swojej
strukturze przynajmniej jeden atom azotu [140] (Rys. 15). Maja charakter aromatyczny dzigki
udziale wolnej pary atomu azotu, tlenu lub siarki w tworzeniu zdelokalizowanego sekstetu elek-
tronowego [141]. Aromatyczno$¢ azoli zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem roznicy elektroujem-
nosci heteroatomu 1 sgsiadujgcego atomu (tiazol > imidazol > oksazol) [142].
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Zawierajace tylko azot:
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Rysunek 15. Azole i ich podzial ze wzgledu na budowe.

Uklad azolowy czgsto wystepuje w $rodkach o dziataniu zar6wno przeciwgrzybicznym
[143,144] jak i przeciwbakteryjnym [145]. Sg one tak powszechne, Ze zanieczyszczenie wody
w Srodowisku zwigzkami zawierajagcymi azole jest realnym problemem, skutkujagcym nie tylko
mozliwym dziataniem toksycznym dla ludzi i zwierzat, ale tez podnoszeniem odpornosci pato-
genow na $rodki przeciwdrobnoustrojowe [146].

4.1. Imidazol i pirazol
3

4 __N 4 3
IV T
5 E1 5 H1
Imidazol Pirazol

Rysunek 16. Wzory imidazolu i pirazolu wraz z numeracjq atomow wegla i azotu.

Jednym z najwazniejszych przedstawicieli azoli jest imidazol (Rys. 16), pigcioczionowy
pierscien z dwoma atomami azotu w pozycjach 1 i 3. Jego ugrupowanie znajduje si¢ w histy-
dynie, aminokwasie biatkowym (Rys. 17A), a takze jej pochodnej histaminie, hormonie
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bedacym podstawowym mediatorem stanu zapalnego [147]. Potaczony z pirymidyng tworzy
puryne [148], podstawowy szkielet adeniny i guaniny (Rys. 17B, C), zwigzkow wchodzacych
w sktad nukleotydoéw kwaséw nukleinowych [149].

NH, q
N N N
N“ HN
HN Y :I > I LY
N NN HNTNT TN
(A) (B) (C)

Rysunek 17. Wzory histydyny (A), adeniny (B) i guaniny (C).

Izomerem imidazolu jest pirazol (Rys. 16), ktorego dwa atomy azotu znajduja si¢
w pozycjach 112 pier§cienia i s3 ze sobg potaczone. Obecno$¢ wigzania N-N sprawia, ze pira-
zol jest mniej stabilny niz imidazol [150] i rzadziej wystepuje przyrodzie [151]. Ma rowniez
wplyw na mniejszg zasadowos$¢ pirazolu - blisko$¢ drugiego atomu azotu sprawia, ze kation
pirazolowy jest destabilizowany przez jego elektronoakceptorowy charakter, podczas gdy ka-
tion imidazolowy jest stabilizowany przez efekt indukcyjny. [152]

Zarowno pirazol jak 1 imidazol wystgpuja w dwdch nieodrdznialnych formach tautome-
rycznych (Rys. 18A, B), w ktorych atom wodoru jest przeniesiony z jednego atomu azotu na
drugi [153]. Formy posrednie, niearomatyczne, sa niestabilne [154]. Z kolei przyktadem
zwigzku, ktory wystepuje glownie w jednej formie tautomerycznej jest indazol (benzpirazol).
Z uwagi na wigkszg aromatycznos$¢ pier§cienia benzenowego preferowana jest forma z atomem
wodoru przytaczonym do atomu azotu N1 (Rys. 18C) [155].

A2 —\2
[S—10» [N — [
N, N, N,

N 1
H H
(A) (B)
2 2
O — L
H 1 N 1
(C)

Rysunek 18. Struktury tautomeryczne imidazolu (A), pirazolu (B) i indazolu (C).
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W przypadku podstawionych pochodnych pirazolu i imidazolu zazwyczaj dominuje
jedna z form tautomerycznych. Przyktadowo, w podstawieniu w pozycji C3(5) pirazolu, pod-
stawniki wyciagajace elektrony preferuja pozycje C3, a te dostarczajace elektrony — C5 [153].
W 4(5)-nitro- 1 4(5)-fenyloimidazolu natomiast dominujg formy podstawione w pozycji C4
[153,156].

4.1.1. WtaSciwosci biologiczne imidazoli

Pochodne imidazolu wykazuja wiele wtasciwosci biologicznych i od lat ciesza si¢ du-
zym zainteresowaniem naukowcow [157-160]. Sa wykorzystywane miedzy innymi jako leki.
Przyktadem moga by¢ metronidazol (Rys. 19A) [161] i pretomanid (Rys. 19B) [162], bedace
antybiotykami, tipifarnib (Rys. 19C) [163] o dziataniu przeciwnowotworowym czy losartan,
stosowany w leczeniu nadci$nienia tetniczego (Rys. 19D) [164].
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Rysunek 19. Leki zawierajqgce w strukturze imidazol: metronidazol (4), pretomanid (B), tipifarnib (C),
losartan (D).

Zwiazki zawierajace pierScien imidazolu powszechnie wystepuja w naturze w postaci
alkaloidow imidazolowych [165]. Wyizolowano je miedzy innymi z pieprzycy peruwianskiej
(Lepidium meyenii) [166], drzew z rodziny rutowatych (Rutaceae) [167] 1 organizmoéw mor-
skich, takich jak gabki [168].

Pilokarpina jest naturalnym alkaloidem imidazolowym, ktory znalazi zastosowanie
w medycynie. Ten pochodzacy z potoslinu jaborandi (Pilocarpus jaborandi) zwigzek jest ago-
nistg receptorow muskarynowych i wywotuje pobudzenie gruczotow slinowych, potowych
11zowych [169]. Dlatego tez wykorzystywany jest w leczeniu jaskry [170] 1 starczowzrocznos$ci
[171] oraz suchosci jamy ustnej [172].
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Pilokarpina

Rysunek 20. Wzor pilokarpiny.

Koniugaty zawierajace w swojej strukturze pierscien imidazolowy wykazuja wtasciwo-
$ci przeciwutleniajace [173,174], przeciwbakteryjne [174,175], przeciwgrzybiczne [176,177],
przeciwnowotworowe [178,179] oraz przeciwwirusowe [180,181].

Gao 1 in. zsyntezowali seri¢ hybryd indolowo-imidazolowych i zbadali ich aktywnos$¢
przeciwko sze$ciu szczepom grzybow [182]. Jeden z otrzymanych zwigzkow (Rys. 21A) inhi-
bitowal wzrost Gibberella zeae w 88%, lepiej od wszystkich stosowanych lekoéw. Z kolei inna
pochodna (Rys. 21B) wykazata najwyzsza aktywnos¢ (97%) przeciwko Alternaria Leaf Spot.
Generalnie zwigzki zawierajace w swojej strukturze atom halogenu mialy wigksze wtasciwosci
grzybobojcze niz pozostate hybrydy.

W innych badaniach, Li 1 in. otrzymali koniugat zawierajacy pierscienie indolu, imida-
zolu 1 piperydyny (Rys. 21C), ktory w zadowalajagcym stopniu powstrzymywal wzrost odpor-
nego na metycyling gronkowca ztocistego [183].

H H
" //f U //O/
' O
N N ON_ N
GJI,? () o
) ®) )

Rysunek 21. Koniugaty indolowo-imidazolowe o wlasciwosciach przeciwgrzybicznych.
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4.1.2. WtaSciwosci biologiczne pirazoli

Pirazol jest obecny w wielu lekach o r6znym dziataniu, migdzy innymi przeciwzapal-
nym, antybakteryjnym czy przeciwbdlowym [184—186]. Wsrod zaakceptowanych do uzytku
farmaceutykow zawierajacych w swojej strukturze pierscien pirazolu sg: aksytynib (Rys. 22A),
stosowany w leczeniu raka nerki [187], lenacapavir (Rys. 22B) jako $rodek przeciwko
HIV/AIDS [188], riociguat (Rys. 22C), bedacy lekiem na nadci$nienie ptucne [189] lub silde-
nafil (Rys. 22D) (znany pod nazwg handlowg “Viagra”), uzywany w przypadku zaburzen erek-
cji [190].

(A)

Rysunek 22. Wzory lekow zawierajgcych pirazol: aksytynib (A), lenacapavir (B), riociguat (C),
sildenafil (D).

Jednym z celow syntezy zwiazkow hybrydowych pirazoli jest poszukiwanie nowych
lekow o wtasciwosciach przeciwnowotworowych [191,192], przeciwmikrobowych [193,194]
1 przeciwcukrzycowych [195]. Hybrydy pirazolowe wykazuja takze aktywnos$¢ antyoksyda-
cyjng [196,197] 1 przeciwzapalng [198].

Jeden z koniugatow indolowo-pirazolowych otrzymanych przez Naglah i in. (Rys. 23A)
charakteryzowal si¢ dobrym dziataniem przeciwcukrzycowym 1 przeciwzapalnym [199].
Podobny zwigzek (r6znigcy si¢ potozeniem grupy fenolowej) oraz jego analog (Rys. 23B, C)
inhibitowaly wzrost czterech badanych szczepow bakterii (Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Aspergillus niger, Candida albicans) [200] oraz wykazywaty wlasciwosci przeciwnowotwo-
rowe przeciwko rakowi watroby [84]. Powyzsze przyktady pokazuja jak szerokie zastosowanie
moga mie¢ hybrydy indolowo-pirazolowe.
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Rysunek 23. Koniugaty indolowo-pirazolowe o dziataniu biologicznym.

4.2. Zwigzki kompleksowe imidazolu

Jednym z czesto wystepujacych oddziatywan w metaloproteinach jest oddziatywanie
mig¢dzy jonem metalu a fragmentem histydyny — imidazolem [201]. Atom azotu, ktérego wolna
para elektronowa nie bierze udzialu w tworzeniu uktadu aromatycznego, moze tworzy¢ zwigzki
kompleksowe z metalami [202]. Przykladem sg anhydrazy weglanowe, enzymy katalizujace
odwracalng reakcje powstawania jonu wodorowegglanowego z wody i1 dwutlenku wegla. W ich
centrum aktywnym znajduje si¢ atom cynku, skoordynowany z trzema atomami azotu z imida-
zolowego fragmentu histydyny oraz z jedng czasteczka wody [203].

Jedng ze strategii otrzymywania zwigzkow biologicznie aktywnych jest synteza zwigz-
kéw kompleksowych — uktadéw o lepszych wlasciwosciach biologicznych i fizyko-chemicz-
nych niz zwiazki wyjsciowe. Znanych jest wiele komplekséw pochodnych imidazolu z meta-
lami wykazujacych aktywno$¢ przeciwnowotworowg [204,205], przeciwzapalng [206] 1 prze-
ciwbakteryjng [207].

O
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Rysunek. 24. Kompleks nafazoliny z Pd (11).
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Nafazolina jest lekiem stosowanym w leczeniu kataru, zapalenia zatok i spojowek,
zawierajagcym w swojej strukturze pierscien imidazoliny, bgdacy cze$ciowo uwodorniong
pochodng imidazolu [208]. Ramezanpour i in. otrzymali kompleks nafazoliny z palladem (II)
(Rys. 24) i wykazali jego dziatanie przeciwnowotworowe przeciwko nowotworom szyjki ma-
cicy i piersi [204].

Skutecznos$¢ przeciwko nowotworowi piersi wykazywaty takze kompleksy pochodnych
imidazolu z cynkiem (II) i miedzig (II), otrzymane przez Mahdy i in. [205]. Te zawierajace
atom miedzi charakteryzowaty si¢ nie tylko silng inhibicjg komorek nowotworowych, ale tez
wysokg selektywnos$cig. Dodatkowo, wszystkie otrzymane kompleksy byly bardziej stabilne
termicznie niz wyjsciowe ligandy.
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Wyniki badan

Stres oksydacyjny powstaje w momencie, gdy w organizmie zaburzona jest rownowaga
miedzy utleniaczami a przeciwutleniaczami, na korzysc¢ tych pierwszych. Do oksydantow zali-
cza si¢ reaktywne formy tlenu (ROS, ang. Reactive Oxygen Species), zarbwno rodnikowe (anio-
norodnik ponadtlenkowy O>", hydroksylowy OH®, nadtlenkowy RO,", wodoronadtlenkowy
HOy"), jak i nierodnikowe (nadtlenek wodoru H>O., tlen singletowy 'O, kwas podchlorawy
HOCI i ozon O3). Powstajg one w organizmie w procesach enzymatycznych 1 nieenzymatycz-
nych, ale mogg takze pochodzi¢ ze zrodet zewnetrznych, takich jak zywnos$¢, promieniowanie
UV lub zanieczyszczenie srodowiska [209].

W organizmie zywym komorki za pomocg szeregu mechanizmow antyoksydacyjnych
sg w stanie neutralizowa¢ wolne rodniki lub minimalizowa¢ ich powstawanie. Za usuwanie
ROS z systemdw biologicznych sg odpowiedzialne migdzy innymi enzymatyczne przeciwutle-
niacze. Dysmutaza ponadtlenkowa katalizuje konwersje O™ do H2O», podczas gdy H>O, moze
zosta¢ zredukowany do wody przez katalaze lub peroksydaze glutationowa. Z kolei rodniki
hydroksylowe, ktore sg generowane w reakcji Fentona z H>O» w obecnosci Fe (I) lub Cu (I),
sa neutralizowane przez peroksydaze glutationowa [210].

Oprocz wspomnianych wyzej mechanizméw endogennych, antyoksydanty moga by¢
takze dostarczane do organizmu z zewnatrz, w pozywieniu czy kosmetykach. Najpopularnie;j-
szymi przeciwutleniaczami obecnymi w diecie sag witaminy A, C i1 E, a takze flawonoidy
i alkaloidy [211,212].

Jedng z grup alkaloidéw wykazujacych wlasciwosci antyoksydacyjne sg alkaloidy indolowe
[213]. Poszukujac nowych zwigzkow o aktywnoS$ci przeciwutleniajacej, za cel swojej pracy
doktorskiej wybralam syntez¢ koniugatow indolowo-azolowych, w ktorych ugrupowanie
azolowe polaczone jest z pierscieniem indolowym w pozycji C3 lacznikiem metylenowym.

Okreslitam wtasciwosci hemolityczne zwigzkéw, ich zdolno$¢ do chelatowania jonow
zelaza Fe'? oraz aktywno$¢ cytoprotekcyjng w warunkach indukowanego stresu oksydacyj-
nego.

Dodatkowo przeanalizowatam wtasciwos$ci przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze zwigz-
kow, a takze ich parametry fizykochemiczne, pozwalajace okresli¢ podobienstwo otrzymanych
pochodnych do lekow. Wykorzystanie dokowania molekularnego pozwolito na poznanie powi-
nowactwa koniugatéw do enzymdw uczestniczacych w stresie oksydacyjnym.

Dzigki przeprowadzonej kompleksowej analizie aktywnosci biologicznej 1 wlasciwosci
fizykochemicznych otrzymanych pochodnych zostala okreslona zaleznos¢ miedzy struktura
chemiczng zwiazku a jego wlasciwo$ciami biologicznymi.
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5. Synteza
5.1. Synteza koniugatéw indolowych

Zwiazkiem wyjsciowym w moich syntezach byta gramina (1), alkaloid indolowy sze-
rzej omowiony w czesci literaturowej pracy. Grupa dimetyloaminowa w pozycji C3 pier§cienia
indolowego w graminie pod wplywem temperatury (>80°C) tatwo odchodzi, a powstaty pro-
dukt posredni che¢tnie reaguje z nukleofilem [128]. Dlatego funkcjonalizacja tej pozycji jest
bardzo dobrym sposobem syntezy bardziej ztozonych struktur lub zwigzkéow wyjsciowych
do dalszej modyfikacji. Mechanizm przeprowadzonych przeze mnie reakcji zostat przedsta-
wiony na Rysunku 12A.

Otrzymane koniugaty ze wzgledu na struktur¢ mozna podzieli¢ na trzy grupy:

1) indolowo-imidazolowe (2 — 9),

2) indolowo-azolowe z grupg tionowa w pozycji C2/C3 azolu (tioketony) (10 — 23),
3) indolowo-pirazolowe (24 — 40).

Zwiazki 2, 9, 24 1 29 byly juz wczedniej opisane w literaturze w publikacjach autorstwa
Jasiewicz 1 in. (2) [124], Pillaiyar i in. (9) [214] oraz Cravotto i in. (24, 29) [215]. Jednak
ze wzgledu na przeprowadzenie dodatkowych badan biologicznych (2, 9, 24, 29), okreslenie
struktury krystalograficznej (24, 29) oraz doktadniejszy opis syntezy (24, 29) zostaly uwzgled-
nione w tym opracowaniu.

/

N imidazol (2), 2-metyloimidazol (3), 2-etyloimidazol (4),
\ 2-izopropyloimidazol (5), 2-etylo-4-metyloimidazol (6),
4 5-dichloroimidazol (7), 2-fenyloimidazol (8),

\ benzimidazol (9) \

PhCHa, reflux, 2-8h

1 2-9

oy

_N _N _N /%{,N _N _N ©\F’N _N
SRR RN v VIR VRV
2 7 ! 8 9

3 4 5 6

Schemat 1. Schemat syntezy koniugatow indolowo-imidazolowych 2 — 9.

Pierwsza grupg¢ otrzymanych przeze mnie zwigzkow stanowia koniugaty indolowo-imi-
dazolowe (2 — 9). Otrzymatam je w wyniku reakcji graminy z odpowiednim substratem imida-
zolowym. Reakcja prowadzona byla w temperaturze wrzenia toluenu przez 2-8 godzin (Sche-
mat 1). Wigkszos$¢ otrzymanych pochodnych to ciala state. Wyjatkiem byt koniugat graminy
z 4,5-dichloroimidazolem (7), ktéory miat posta¢ ciemnor6zowego oleju. Dla czterech
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z otrzymanych o$miu pochodnych, po krystalizacji z toluenu, mozliwe byto wykonanie badan
krystalograficznych.

Stosujac takie same warunki reakcji otrzymatam zwigzki 19 1 20, nalezace do drugiej
grupy pochodnych. Syntezy pozostatych koniugatéw indolowo-tioketonowych prowadzone
byly w etanolu, przy czym zwiazki 10 — 17 wymagaly warunkow zasadowych i nadmiaru sub-
stratu azolowego (Schemat 2). Co ciekawe, w syntezach z imidazolino-2-tionem, 2-merkapto-
beznimidazolem i 3-merkapto-1,2,4-triazolem oprocz przewidywanych produktow (10, 14, 22)
otrzymatam takze pochodne dimeryczne z dwoma ugrupowaniami indolowymi przytaczonymi
do dwoéch atomow azotu pierscienia azolowego (11, 15, 23). Zwigzki 22 1 23 rozdzielitam
za pomocg chromatografii kolumnowej. W przypadku koniugatow 10, 11, 14 i 15 najpierw
podczas krystalizacji tworzyl si¢ dimer (11, 15), a po odsaczeniu go, z pozostawionego przesa-
czu wypadal monomer (10, 14).

imidazolino-2-tion (10,11), imidazolo-2-tion (12), 1-metylo-1H-
/ a) imidazolo-2-tion {13); benzimidazolo-2-tion (14,15), 3-metylo-
N 1H-benzimidazolo-2-tion (16), tiazolino-2-tion (17)
AN
\ b) benztiazolo-2-tion (19), benzoksazolo-2tion (20) \
N <) tiazolo-2-tion (18), 5-metylobenzoksazolo-2-tion N
H (21),1,2,4-triazolo-3-tion (22,23)
1 10-23
SYH SY N \ NH SY Y S \ NH S
10 1

Y\) Yj @ @ Q - SY%H

Schemat 2. Schemat syntezy koniugatow indolowo-tioketonowych 10 — 23. Warunki reakcji: a) pierw-
szy etap: EtOH, NaOH, drugi etap: EtOH, reflux, 3 — 14 h (gramina:azol 1:2); b) PhCH;, reflux,
2—8 h; ¢) EtOH, reflux, 5— 10 h.

Syntezy pochodnych trzeciej grupy (reakcje graminy z pochodnymi pirazolu) prowa-
dzone byty w takich samych warunkach w jakich prowadzitam syntez¢ pochodnych pierwszej
grupy. Czas reakcji, w poréwnaniu do syntez z imidazolami, byt jednak znacznie dtuzszy. Sto-
sowatam takze dwukrotny nadmiar pochodnej azolowej (Schemat 3). Niektore z wykorzysta-
nych substratéw byty niesymetryczne, co sugerowato mozliwos¢ otrzymania dwoch produktow
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reakcji. Jednak w reakcjach graminy z 5-izopropylopirazolem i 5S-metoksypirazolem powstawat
jeden produkt, z podstawnikiem w pozycji C5 (28, 31). Jest to zgodne z tendencja pirazolu
do wystepowania w formie tautomerycznej podstawionej elektronodonorowym podstawnikiem
w tej pozycji [153]. W przypadku reakceji graminy z 4-bromo-3-metylopirazolem otrzymaltam
dwa produkty reakcji, zwiazki 36 1 37, w stosunku 0,36:0,64. Zwiazki te rozdzielitam chroma-
tograficznie. Natomiast reakcja graminy z 4-bromo-5-metylopirazolem zdawata si¢ dawac
tylko jeden produkt, z grupa metylowa w pozycji C5 pirazolu, co sugerowaty widma NMR,
na ktorych brak bylo sygnaléw innych niz pochodzacych od zwigzku 38. Koniugat 39 zostat
zidentyfikowany dopiero dzigki badaniom krystalograficznym. Okazato si¢, ze krysztaty
zwigzku 38 s3 mieszaning dwoch tautomerow: zwigzkow 38 1 39, w stosunku 0,92:0,08.

pirazol (24), 4-metylolpirazol (25), 4-etylopirazol (286),
4-izopropylopirazol (27), 5-izopropylopirazol (28), 3,5-dimetylopirazol
/ (29), 4-etynylopirazol (30), 5-metoksypirazol (31), 4-fluoropirazol (32),
4-chloropirazol (33), 4-bromopirazol (34), 4-jodopirazol (35), 4-bromo-
N 3-metylo-1H-pirazol (36, 37),
\ 3-bromo-5-metylo-1H-pirazol (38 ,39)

PhCHg, reflux, 9-20h \

N 5-nitroindazal (40) N
H

1) KoCO3, DMF, mieszanie, 25°C
1 2) DMF, ogrzewanie, 60°C, 15h 24 - 40
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Schemat 3. Schemat syntezy koniugatow indolowo-pirazolowych 24 — 40.

5.2. Synteza kompleksow koniugatow indolowo-imidazolowych
z chlorkiem cynku

Cynk nalezy do grupy biometali, a jego jony sg obecne w centrach aktywnych wielu
enzymoOw, petnigc role kofaktora i stabilizujac ich strukture [216]. Jest wykorzystywany w pro-
cesach komorkowych, wystepuje w strukturze tkanki kostnej, a takze jest niezbedny do prawi-
dlowego funkcjonowania uktadu odpornosciowego [217]. Dziatanie antyoksydacyjne cynku
zwigzane jest z jego zdolnos$cig do inhibicji oksydazy NADPH (proutleniajacego enzymu), sta-
bilizacji struktury molekularnej btony komodrkowej oraz indukcji syntezy metalotionein (bialek
uczestniczacych w detoksykacji organizmow) [218].

Kompleksy zwigzkow organicznych z cynkiem wykazuja wtasciwosci przeciwutlenia-
jace, przeciwnowotworowe i przeciwmikrobowe [206,219-222]. Ich aktywnos$¢ czgsto jest po-
rownywalna lub wyzsza od aktywnosci ligandéw wyjsciowych. Bardzo czgsto sg tez bardziej
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biodostepne, selektywne 1 wykazuja mniej skutkéw ubocznych. Tak jest w przypadku kom-
pleksu indometacyny (niesteroidowego leku przeciwzapalnego) z cynkiem, ktory zachowuje

jej wilasciwosci, jednocze$nie zmniejszajac toksycznos¢ wzgledem uktadu pokarmowego
[223].

Koniugaty indolowo-imidazolowe, dzigki obecnosci wolnej pary elektronowej na ato-
mie azotu w pierscieniu imidazolu mogg tworzy¢ zwigzki kompleksowe z solami metali.
Do swoich syntez wybratam chlorek cynku, ze wzgledu na wspomniane wyzej wlasciwosci
cynku, a takze obecno$¢ przeciwjonu chlorkowego w srodowisku zarowno zewnatrz- jak i we-
wnatrzkomorkowym.

ZnCl, cl Nj
2 A MeOH K2-K8 (reflux, 2h K2, K5) Zn
N CH,CN:MeOH (2:1) K9 .
N N/\
2,3,5,6,8,9 K2, K3, K5, K6, K8, K9

_N _N /kr/N _N _N _N
SRR VR VAR VTS
2 3 6 8 9

5

Schemat 4. Schemat syntezy kompleksow koniugatow indolowo-imidazolowych z chlorkiem cynku.

Synteza kompleksow K2 — K9 przedstawiona zostata na Schemacie 4. Wszystkie reak-
cje prowadzone byly poprzez mieszanie substratow w stosunku 2:1 (koniugat:ZnCl) w meta-
nolu (K2 — K8) lub w mieszaninie CH3:CN:MeOH (2:1) (K9). W przypadku syntezy dwoch
zwiazkow kompleksowych (K2 1 KS) konieczne byto ogrzewanie mieszaniny. Po kilku dniach
krystalizacji otrzymatam kompleksy K2 — K9, przy czym zwigzki K2 1 K9 wymagaty dodat-
kowej krystalizacji z MeOH.

5. Analiza spektroskopowa otrzymanych zwigzkow

Struktury wszystkich otrzymanych zwigzkoéw potwierdzitam za pomocg analizy spek-
troskopowej (spektroskopia FT-IR i '"H NMR, '3C NMR) oraz spektrometrii mas.
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W widmach 'H NMR wszystkich nowo zsyntetyzowanych zwiazkoéw (2 — 40) obecne
sa sygnaly diagnostyczne dla protondéw uktadu indolowego w zakresie 6.20 — 7.85 ppm.
Ponadto, w obszarze aromatycznym obserwuje si¢ sygnaty pochodzace od protonéw pierscieni:
imidazolowego (6,69 — 8,19 ppm; 2 — 8, K2 — K8), benzimidazolowego (7,17 — 8,78 ppm; 9,
K9), pirazolowego (5,61 — 8,02 ppm; 24 — 38), indazolowego (8,03 — 8,80 ppm; 40), imidazo-
lino-2-tionowego (3,22 — 3,39 ppm; 11, 12), imidazolo-2-tionowego (6,86 — 7,04 ppm 13, 14),
benzimidazolo-2-tionowego (7,10 — 7,98 ppm; 14 — 16), tiazolino-2-tionowego (3,20 — 3,93;
17), tiazolo-2-tionowego (6,94 — 7,56, 18), benztiazolo-2-tionowego (7,30 — 7,84; 19), benzok-
sazolo-2-tionowego (7,07 — 7,84; 20, 21) oraz 1,2,4-triazolo-3-tionowego (8,36 — 8,37 ppm; 22,
23).

Charakterystyczny singlet pochodzacy od protonu grupy NH uktadu indolowego znaj-
duje si¢ przy ok. 11 ppm, natomiast w zwigzkach zawierajacych pier$cien imidazolino-2-tio-
nowy (11), imidazolo-2-tionowy (13) i 1,2,4-triazolo-3-tionowy (22) sygnat od protonu grupy
NH azolu obecny jest w przedziale 12 — 14 ppm. We wszystkich widmach obecny jest takze
singlet przy ok. 5 ppm, pochodzacy od dwoch protonéw mostka metylenowego. Przy nizszych
wartosciach przesunigcia chemicznego (1 — 4 ppm) obserwujemy sygnaty pochodzace od pro-
tonow podstawnikow alkilowych (3 — 6, 13, 16, 21, 25 — 31, 36 — 38).

W widmach *C NMR wszystkich analizowanych pochodnych sygnaty pochodzace
od atomow wegla pier§cienia indolowego obserwowane sa w zakresie 108 — 138 ppm. Sygnaty
przy okoto 118 — 152 ppm zostaty przypisane do atomow wegla pierScienia imidazolowego
(2 - 8, K2 — K8), przy 108-146 ppm do atomoéw wegla pierscienia benzimidazolowego (9,
K9), aprzy 101 — 1541109 — 142 ppm do atomow wegla odpowiednio pierscienia pirazolowego
(24 - 38) i indazolowego (40).

W przypadku koniugatow drugiej grupy, sygnaly od atomdéw wegla pierScieni azolo-
wych znajduja si¢ w zakresie 110 — 142 ppm (12, 13, 18, 22, 23), a od atomoéw wegla pierscieni
benzazolowych przy 109 — 147 pmm (14 — 16, 19 — 21).

Charakterystyczne sygnaty dla atoméw wegla grup tiokarbonylowych (11 - 23) znajduja
si¢ w zakresie 150 — 194 ppm. Zwiazki, ktére mogltyby wystepowa¢ w dwoch formach tauto-
merycznych, tiolowej i tionowej (10, 12, 14, 22, 23), przybieraja posta¢ tioketonowa, co jest
zgodne z danymi literaturowymi (Rys. 25). Forma ta jest bowiem dominujgca w rozpuszczal-
nikach polarnych i w stanie stalym [224,225].

HN~ 'NH === HN™ N
\—/ \—/

Rysunek 25. Struktury tautomeryczne 2-merkaptoimidazolu. W rozpuszczalnikach polarnych i cialach
statych dominuje forma tionowa zwigzku (po lewej).
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Sygnaty od atomu wegla mostka metylenowego obecne sa przy ok. 40 ppm. Ponadto
w widmach '3C NMR pochodnych 3 — 6, 25 — 29, 36 — 38 widoczne s3 sygnaly pochodzace
od atoméw wegla podstawnikow alkilowych odpowiednio przy: 8,69 — 20,92 dla grup -CHs,
przy 58,81 ppm dla grupy metoksylowej oraz w zakresie 31,16 — 34,38 ppm dla grup N-mety-
lowych. Warto$ci przesuni¢¢ chemicznych atomow wegla grupy —C=CH (30) wynosza odpo-
wiednio 75,75 1 80,77 ppm.

W widmach *C NMR pochodnych zawierajacych atom halogenu w pierécieniu pirazo-
lowym sygnatl pochodzacy od atomu wegla zwigzanego z atomem Cl znajduje si¢ przy 107,82
ppm (33), a z atomem Br przy 91,49 — 118,67 ppm (34, 36 — 38). W przypadku pochodnych
z atomem fluoru (32) i1 jodu (35) obserwujemy rozszczepienie sygnatow atomow wegla. Sy-
gnaty te znajduja si¢ odpowiednio przy 147,71, 150,12 oraz 56,52, 56,46 ppm.

Wartosci przesunie¢ chemicznych w widmach NMR (zaréwno 'H jak i *C) otrzyma-
nych zwigzkéw kompleksowych minimalnie réznity si¢ od warto$ci przesuni¢¢ chemicznych
odpowiednich ligandoéw, co jest dowodem na to, ze reakcja kompleksowania nie powoduje
zmiany konformacji koniugatéw indolowo-azolowych.

W widmach FT-IR otrzymanych koniugatoéw obecne jest charakterystyczne pasmo ab-
sorpcji przy 3500-3200 cm ! pochodzace od drgan rozciggajacych grupy NH niepodstawio-
nego pierscienia indolu. W przypadku kompleksow (K2 — K9) pasmo to jest szersze i przesu-
nigte w strong¢ nizszych wartos$ci liczby falowej, co ma zwigzek z obecnoscig wigzan wodoro-
wych stabilizujacych strukture czasteczki.

Aromatyczny charakter zwigzkow zostat potwierdzony przez obecnos$¢ pasm absorpcji
przy 2800 — 3050 cm™!, odpowiadajacym drganiom rozciagajacym grupy C-H oraz przy ok.
1600 cm™ i 1500 cm™, pochodzacym od drgan rozciagajacych wigzania C-C pierécienia aro-
matycznego.

W widmie FT-IR zwigzku 30 obserwowane jest pasmo absorpcji przy 2117 cm™, odpo-
wiadajace drganiom rozciggajacym grupy C=C. Pasma absorpcji pochodzace od drgan rozcig-
gajacych C=C s3 obserwowane w tym samym regionie co pasma absorpcji grupy C=N
(1500 — 1660 cm™).

W widmach koniugatéw drugiej grupy, w zakresie 1000 — 1300 cm™!, obecne sg takze
pasma absorpcji przypisywane drganiom rozciggajacym wigzania C=S. Ponadto w widmach
wszystkich zwigzkéw obserwujemy dwa pasma absorpcji charakterystyczne dla pier§cienia in-
dolowego, przy ok. 620 cm™ i 575 cm™.

W widmach EI-MS wszystkich nowo zsyntetyzowanych koniugatéw obecne sg sygnaty
odpowiadajgce jonom molekularnym oraz sygnal przy m/z = 130 (CoHgN)" pochodzacy
od fragmentu indolowego.
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6. Struktura w krysztale

Dla wigkszosci otrzymanych przeze mnie koniugatéw indolowych (4, 5, 8, 10, 12, 13,
15-20,24 -29,32 35138, 39) oraz dla pigciu kompleksow (K2, K3, K5, K6, K8) mozliwe
byto wykonanie analizy krystalograficzne;.

Analiza RTG otrzymanych pochodnych wykazata, ze glowny szkielet wszystkich ana-
lizowanych koniugatow sktada si¢ z dwoch podjednostek potaczonych mostkiem metyleno-
wym, z ktdrych kazda zawiera pier§cienie aromatyczne. Zwiazki 4, 24, 26 i 32 krystalizujg jako
dwie niezalezne czasteczki, natomiast 38 1 39 krystalizujg razem w stosunku 0,92 : 0,08.

W zwiazkach pierwszej grupy (4, 5 i 8) pierscien imidazolowy lezy prawie w ptaszczyz-
nie facznika metylenowego, a fragment indolowy jest znacznie poza tg ptaszczyzng. Zwiazki te
sa zaangazowane gtownie w wigzania wodorowe N-H:--N, taczace czasteczki w dlugie tancu-
chy.

Wszystkie pochodne drugiej grupy wystepuja w ciele statym, podobnie jak w roztworze,
w formie tionowej. Srednia warto$é¢ dtugoséci wigzania C=S w koniugatach 10, 12, 13, 15 i 16
wynosi 1,685(7) A (warto$¢ lezaca pomiedzy warto§ciami typowymi dla wigzan pojedynczych
1 podwojnych). Jest to prawdopodobnie efekt obecnosci struktur zwitterjonowych w czasteczce
(Rys. 26).

S) Sy S—)

_.ggl):)NH % '\?\\) T NBH

Rysunek 26. Struktury rezonansowe w imidazolino-2-tionie.

Na szczegdlng uwage zastuguje konformacja zwigzku 18, zawierajgcego pierscien imi-
dazolo-2-tionowy, Jak pokazano na Rys. 27A, grupa tiokarbonylowa tej pochodnej moze petni¢
role akceptora pieciu wigzan wodorowych. W przeciwienstwie do zwigzku 18, w pochodnej 19
z ugrupowaniem benzimidazolo-2-tionowym grupa C=S nie bierze udziatu w oddziatywaniach
migdzyczasteczkowych. W zwigzku tym pierscien indolowy lezy blisko ptaszczyzny metyle-
nowej a grupa benzotiazolo-2-tionowa jest poza ta ptaszczyzng. Taka konformacja sprzyja two-
rzeniu wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego miedzy grupa metylenowa C-H bedaca
donorem a grupg S=C petnigca role akceptora (Rys. 27B). W przypadku koniugatu 20 oba pier-
Scienie, indolowy 1 benzoksazolo-2-tionowy, sg prawie prostopadte do ptaszczyzny metyleno-
wej, co jest mniej korzystne dla tworzenia wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego
C-H:--S. Grupa S=C w zwiazku 20 tworzy wigzania wodorowe z ugrupowaniem N-H kolej-
nych czagsteczek (Rys. 27C), podczas gdy donorowa grupa N-H w krysztatach 19 zaangazowana
jest
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w miedzyczasteczkowe oddziatywania N-H- -1t z czg$cig benzenowg pierscienia indolowego
innej czasteczki.

Rysunek 27. Struktura koniugatow 18, 19 i 20. Grupa tionowa w zwigzku 18 jest akceptorem pieciu
wigzan wodorowych (4). Grupa N-H pochodnej 19 bierze udzial w migdzyczgsteczkowych oddziaty-
wania N-H--r z pierscieniem indolowym kolejnej czgsteczki (B). W zwigzku 20 powstajg wigzania
N-H---§S=C oraz oddzialtywania stackingowe miedzy ugrupowaniami benzoksazolo-2-tionowymi (C).

Interesujace sg takze supramolekularne struktury pochodnych trzeciej grupy. Zwigzki
te taczag si¢ gldéwnie w tancuchy utworzone przez czasteczki powigzane plaszczyzng slizgowa
(25, 27, 28, 33 — 35) lub, w przypadku zwigzku 32, zbudowane z dwoch niezaleznych czaste-
czek o przeciwnej helikalno$ci. Pozostate koniugaty albo tworza helisy (24, 28), albo tacza si¢
w dimery (29) lub tetramery (26) (Rys. 28.).

Warto réwniez zwrdci¢ uwage na izostrukturalnos$¢ zwigzkow 25 i 33, ktore zawieraja
odpowiednio podstawniki metylowe 1 chlorowe w pozycji C4 pirazolu. [zomorfizm wynikajacy
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z podstawienia Me/Cl nie jest rzadkoscig 1 jest skutkiem podobnej wielkosci tych podstawni-
koéw [226].

C) D)

Rysunek 28. Supramolekularne struktury koniugatow indolowo-pirazolowych. Dimery w krysztatach
29 (A), tetramery w krysztatach of 26 (B), tancuchy w krysztatach 25 (C), dwie przeciwlegle helisy w
krysztatach 24 (D).

W krysztatach kompleksow jon Zn*" jest otoczony przez dwa atomy azotu pochodzace
od pier$cienia imidazolowego oraz dwa jony chlorkowe. Porownujac ze sobg struktury ligan-
dow (4, 8) 1 kompleksow (K4, K8) wida¢ duzg zmian¢ w katach torsyjnych w przypadku ko-
niugatu z podstawnikiem izopropylowym (4, K4), podczas gdy struktura pochodnej z grupa
fenylowa (8) pozostaje niemal niezmieniona.
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/. Badania biologiczne
7.1. Aktywnosc¢ hemolityczna

Czerwone krwinki (RBC — ang. red blood cells) stanowig modele komorkowe wyko-
rzystywane migdzy innymi do badan wtasciwosci cytotoksycznych zwigzkow. Sg tatwo do-
stepne 1 nie posiadaja jadra oraz organelli komdérkowych.

W zetknigciu z czynnikami zewngetrznymi, takimi jak wolne rodniki czy toksyny, moze
dojs$¢ do przerwania btony komorkowej erytrocytow 1 hemolizy — uwolnienia hemoglobiny do
osocza krwi (Rysunek 29).

*é
—_— —_—

Erytrocyt Sferocyt Hemoliza

Rysunek 29. Schemat procesu hemolizy.

Zwiazki, ktore powoduja hemoliz¢ w stopniu mniejszym niz 10% sa uznawane za he-
mokompatybilne i moga mie¢ zastosowanie w medycynie i produktach biomedycznych [227].
W publikacjach [P1 - P3] zostato przyjete bardziej rygorystyczne kryterium (< 5%), ale dla
ujednolicenia wynikow, w tej pracy przyjelam granic¢ hemokompatybilno$ci réwng 10%.

Wszystkie otrzymane przeze mnie koniugaty oraz kompleksy zostaly zbadane
we wspolpracy z Zaktadem Biologii Komoérki Wydziatu Biologii UAM pod katem aktywnosci
hemolitycznej. Jedynie dziesie¢ z nich (9, K9, 16, 26, 27, 33, 34, 35, 38, 40) nie jest hemokom-
patybilnych.

Wisréd koniugatéw indolowo-imidazolowych widaé zalezno$¢ migdzy rodzajem pod-
stawnika obecnego w pier§cieniu imidazolowym a aktywnos$cig hemolityczng zwigzku (Rys.
30A). Aktywnos¢ hemolityczna pochodnych indolu z podstawnikami elektronodonorowymi
przy pierscieniu imidazolowym wynosila ponizej 5%. Zwigzki z grupami elektronoakceptoro-
wymi wykazywaty wyzszg aktywnos$¢ hemolityczng, przy czym najbardziej hemolityczna byta
pochodna z benzimidazolem, dla ktorej wartos¢ aktywnosci hemolitycznej wynosita
23,38 +2,60%.

Kompleksowanie z chlorkiem cynku obnizyto t¢ wartos¢ do 12,96 + 0,89%. Spadek
warto$ci aktywnos$ci hemolitycznej powstalych kompleksow w stosunku do warto$ci aktywno-
$ci hemolitycznej ligandow byl obserwowany takze w przypadku kompleksow K2
i K3, odpowiednio z 3,27 = 0,30% na 1,28 = 0,30% i z 3,609 + 1,19% na 1,20 = 0,01%.
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A) Koniugaty indolowo-imidazolowe i kompleksy
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C) Koniugaty indolowo-pirazolowe
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Rysunek 30. Wykresy aktywnosci hemolitycznej zwigzkow 2 — 9 i K2 — K9 (4), 10 — 23 (B) oraz 24 — 40
(C), badania wykonywano w stezeniu 0,1 mg/ml. Przerywana linia na poziomie 10% to granica, poni-
zej ktorej zwiqzki sq uznawane za hemokompatybilne.
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Wiekszo$¢ pochodnych drugiej grupy to zwigzki hemokompatybilne (Rys. 30B). Wyz-
sze wartosci aktywnos$ci hemolitycznej zaobserwowano dla koniugatow zawierajacych w swo-
jej strukturze dwie grupy indolowe. Wptyw wzgledoéw sterycznych na wzrost aktywnosci he-
molitycznej jest oczywisty, gdy porownamy warto$ci aktywnosci hemolitycznej par monomer-
dimer: 10 (2,5% + 0,1) i 11 (7,0% £ 0,9); 14 (4,6% + 0,4) i 15 (8,0% + 1,3) oraz 22
(2,8%+0,1)123 (21,8% = 1,0).

Najwyzszg aktywno$¢ hemolityczng (11,08 £+ 2,04%) wykazywal koniugat graminy
z 1-metylobenzimidazolo-2-tionem (16), bedacy jedynym niehemokompatybilnym zwigzkiem
z drugiej grupy. Pochodna 14, bez grupy metylowej przy atomie azotu w pierscieniu benzimi-
dazolowym, wykazata aktywno$¢ hemolityczng na poziomie 4,55 + 0,41%. Ten ponad dwu-
krotny spadek warto$ci aktywnos$ci hemolitycznej moze by¢ skutkiem roznicy w interakcji tych
dwoch zwigzkow z dwuwarstwa lipidowa RBC. Powodem jest zmiana w konformacji czastecz-
kowej, zwigzana z obecno$cia grupy metylowej. Podobnego efektu nie zaobserwowano poréw-
nujac wartosci aktywnosci hemolitycznej pochodnej 21 z aktywnos$cia czasteczki bez grupy
metylowej przy atomie wegla C5 (20), jak rowniez niemetylowanego zwiazku 12 z N-metylo-
wanym zwigzkiem 13. W obu przypadkach warto$ci aktywnos$ci hemolitycznej byty podobne i
znajdowaly si¢ ponizej granicy hemokompatybilno$ci.

Wigkszos$¢ hybryd indolowo-pirazolowych byta hemokompatybilna (Rys. 30C) i wyka-
zywala niskie warto$ci aktywnosci hemolitycznej. Otrzymane wyniki wskazaty na korelacje
pomiedzy polozeniem podstawnikow w pierScieniu pirazolowym analizowanych pochodnych
a ich aktywnoscig hemolityczng. Przyktadem tego jest porownanie warto$ci aktywnosci hemo-
litycznej zwigzkow 27 i 28, zawierajacych podstawnik izopropylowy odpowiednio w pozycji
C4 Iub CS. Pochodna 27 wykazata ponad pigciokrotnie wyzsza warto$¢ aktywnosci hemoli-
tycznej (27,90 £ 13,33%) niz wartos¢ zaobserwowana dla zwigzku 28 (4,54 £ 2,72%).

Innym przyktadem sg pochodne 36 — 38, ktore maja pierscien pirazolowy podstawiony
grupa metylowa 1 atomem bromu. Ws$rdod nich najwyzsza aktywno$¢ hemolityczng
(21,57 £ 17,74%) wykazat zwigzek 38, w ktérym grupa metylowa znajdowala si¢ w pozycji
C3, a atom bromu w pozycji C5. Natomiast koniugaty 36 1 37, zawierajace atom bromu
w pozycji C4, a grupe metylowa w C3 (37) lub C5 (36) byly hemokompatybilne, a wartosci
aktywnos$¢ hemolitycznej tych zwigzkow byly zblizone 1 wynosity ok. 5%.

Najwyzsze wartosci aktywnosci hemolitycznej w catej serii wykazaty hybrydy z pod-
stawnikami elektronoakceptorowymi w pozycji C4: Cl (33; 48,46 = 8,49%),
Br (34; 43,64 + 7,74%) oraz I (35; 43,85 = 21,08%).

Wplyw podstawnikow na aktywno$¢ hemolityczng koniugatéw indolowo-pirazolowych
roznit si¢ od tego obserwowanego dla pochodnych indolowo-imidazolowych. Zwiazki pierw-
szej grupy z podstawnikami alkilowymi w pier§cieniu imidazolowym (3 — 6) wykazywaly ak-
tywno$¢ hemolityczng ponizej 5%. Natomiast wérdod pochodnych indolowo-pirazolowych z
podstawnikami alkilowymi jedynie zwigzek 25 z grupa metylowa w pozycji C4 pier§cienia
pirazolowego wykazat tak niskg aktywno$¢ hemolityczng, wynoszaca 3,67 + 0,87%. Wartosci
aktywnos$ci hemolitycznej koniugatéw z podstawnikiem etylowym lub izopropylowym w po-
zycji C4 (zwiazki 26 1 27) byly znaczaco wyzsze: 14,82 +12,43% 127,90 + 13,33%.
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7.2. Aktywnosc¢ przeciwutleniajgca

Badania wtasciwosci antyoksydacyjnych zostaty przeprowadzone we wspotpracy z Za-
ktadem Biologii Komoérki Wydziatu Biologii UAM. Zbadano aktywno$¢ cytoprotekcyjna
(zdolnos¢ zwigzkéw do ochrony RBC przed wolnymi rodnikami) wszystkich koniugatow
pierwszej i drugiej grupy, wszystkich kompleksow 1 hemokompatybilnych zwiazkéw indo-
lowo-pirazolowych. Ponadto sprawdzono takze wlasciwosci chelatujace jony zelaza pochod-
nych indolowo-imidazolowych i1 indolowo-tioketonowych.

Krwinki czerwone sg szczegolnie narazone na utlenienie ze wzgledu na ich rolg w trans-
porcie tlenu i sktad ich blony komorkowej, zawierajacej wysoka zawarto$¢ wielonienasyconych
kwasow tluszczowych w dwuwarstwie lipidowej [228]. Prowadzace do hemolizy zmiany
w btonie RBC moga by¢ spowodowane zar6wno przez reaktywne formy tlenu, jak 1 przez wia-
czenie si¢ biologicznie aktywnych czasteczek do dwuwarstwy lipidowe;.

W badaniach aktywnosci antyoksydacyjnej wykorzystuje si¢ zwiazki mogace tworzy¢
wolne rodniki. Przyktadem takiej czasteczki jest 2,2'-chlorowodorek-azobis(2-amidynopro-
panu (AAPH), ktéry pod wptywem temperatury rozklada si¢, wytwarzajac przy tym rodniki
nadtlenkowy i alkoksylowy (Rys. 31).

+ + + +
NH2 N NHZ NHZ . NH2
X 20 00 o
HzN)J\#\LNJ?NHZ _em 2 HzNJ\]\ 2.5 HZNJ\ﬁ — 2 HzNJ* + 20,
NH,
AAPH Rodnik nadtlenkowy Rodnik alkoksylowy

Rysunek 31. Termiczny rozpad AAPH z wytworzeniem rodnikow nadtlenkowego i alkoksylowego.

Na rysunku 32 przedstawiono wykresy zdolnosci otrzymanych zwigzkow komplekso-
wych oraz analizowanych koniugatow indolowo-azolowych do inhibitowania hemolizy indu-
kowanej przez wolne rodniki powstate z rozktadu AAPH. Wyniki poréwnano z Troloxem, stan-
dardowym antyoksydantem, bedacym rozpuszczalng w wodzie formg witaminy E.

Jak wida¢ na rysunku 32A, aktywnos$¢ cytoprotekcyjna koniugatow indolowo-imidazo-
lowych zalezy od rodzaju podstawnika obecnego w pierscieniu imidazolowym. W przypadku
pochodnych z podstawnikami elektronodonorowymi warto$ci aktywnos$ci cytoprotekcyjne;j
wynosza powyzej 60% 1 maleja w kolejnosci podstawnikow: metyl i etyl (6) > izopropyl (5) >
etyl (4) > metyl (3). Dla pochodnej bez podstawnika w pierscieniu imidazolowym (2)
oraz zwigzkow z podstawnikami elektronoakceptorowymi (7, 8, 9) aktywnos¢ cytoprotekcyjna
przyjmuje wartosci ponizej 50%.

Reakcja kompleksowania pochodnych indolowo-imidazolowych z chlorkiem cynku
znaczaco poprawila aktywnos¢ cytoprotekcyjng pochodnych 2 1 9, zwigkszajac jej warto$¢ od-
powiednio z 28,50 + 5,00% na 81,15 +3,57% 1z 23,98 + 6,83% na 55,29 + 13,27%.
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Dla wigkszosci pochodnych drugiej grupy (10, 11, 13, 15, 16, 18, 20, 21, 23) aktywno$¢
cytoprotekcyjna przeciwko stresowi oksydacyjnemu przyjmowata wartosci powyzej 50%
(Rys. 32B). Najskuteczniejszymi pochodnymi byty zwigzki 10 i 13 z warto$ciami aktywnosci
cytoprotekcyjnej powyzej 90%.

Koniugaty 12, 14, 17, 19 i1 22 wykazaly zaskakujaco niskie warto$ci aktywnosci przeci-
wutleniajacej (ponizej 20%). Wynika to prawdopodobnie z faktu, ze zwigzki 12, 14 i 22, po-
dobnie jak 4-merkaptoimidazol [229], w fizjologicznym pH wystepuja w formie jonu obojna-
czego. Jon tiolanowy, w obecnosci rodnikéw generowanych przez AAPH, zmienia si¢ w wy-
wotujacy hemoliz¢ RBC rodnik tiylowy. Natomiast niska aktywno$¢ cytoprotekcyjna koniu-
gatu 17 moze by¢ spowodowana brakiem struktur rezonansowych, ktore moglyby stabilizowac
powstale wolne rodniki.

Poréwnujac ze sobg aktywnos$¢ koniugatéw 18, 19 i 20, zaskakuje brak wlasciwosci
antyoksydacyjnych pochodnej 19. Pomocna w wytlumaczeniu tego zjawiska moze by¢ analiza
struktury krystalograficznej zwigzku opisana w rozdziale 7. Struktura w krysztale. W przeci-
wienstwie do koniugatéw 18 1 20, w przypadku pochodnej 19 grupa C=S nie uczestniczy
w oddziatlywaniach miedzyczasteczkowych. Fakt ten moze wptywaé na mniejsza zdolnos¢
zwigzku do tworzenia uktadéw supramolekularnych (np. oddzialywan ligand/receptor) w roz-
tworze.

W przypadku pochodnych trzeciej grupy, do badan wiasciwosci cytoprotekcyjnych zo-
staly wybrane tylko te koniugaty indolowo-pirazolowe, ktore byly hemokompatybilne (zwigzki
24, 25, 28 — 32, 36, 37). Wszystkie analizowane pochodne wykazaly znaczacg aktywnos$¢ cy-
toprotekcyjng (>50%), chronigc erytrocyty przed hemoliza wywotang stresem oksydacyjnym
(Rys. 32C). Wartosci aktywnosci cytoprotekcyjnej zwigzkdw z niepodstawionym pierscieniem
pirazolu (85,99 + 2,00%; 24) 1 pochodnej z grupa metylowa w pozycji C4 pirazolu
(84,94 + 7,73%,; 25) byly porownywalne z wartosciag aktywnos$ci cytoprotekcyjnej standardo-
wego przeciwutleniacza Troloxu (86,67 £ 1,28%). Ponadto znaczng aktywno$¢ cytoprotekcyjng
(warto$ci aktywnos$ci okoto 80%) wykazaty zwiazki 29, 31 1 32. Wzrost aktywnosci cytopro-
tekcyjnej wsrod pozostatych koniugatow byt zgodny z kolejnoscia podstawnikow: etynyl (30)
< 5-izopropyl (28) < 4-bromo-3-metylo (37) < 3-bromo-4-metylo (36).
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A) Koniugaty indolowo-imidazolowe i kompleksy
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Rysunek 32. Wykresy aktywnosci cytoprotekcyjnej zwigzkéow 2 — 91 K2 — K9 (4), 10 — 23 (B), 24, 25,
28 - 32, 36, 37 (C), badania wykonywano w stezeniu 0,1 mg/ml. Wyniki sq porownane z Troloxem (Tx;
ns - roznica nieistotna statystycznie, p > 0,05, *p < 0,05, ** p < 0,01, and *** p < 0,001). Brak ak-

’

tywnosci oznaczono jako ,,n.a.”.
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Oproécz zdolnosci zwigzkow do ochrony RBC przed hemolizg indukowang oksydacyj-
nie, miarg ich wlasciwos$ci przeciwutleniajacych jest takze zdolnos¢ do chelatowania jonow
zelaza Fe™. Kationy te s3 utleniane w reakcjach Haber—Weissa i Fentona do jonow Fe** z wy-
tworzeniem rodnika hydroksylowego.

Rysunek 33 przedstawia wykres aktywnos$ci chelatujacej zwigzkow 2 — 23 oraz kwasu
wersenowego (EDTA), standardowego chelatora. Koniugaty indolowo-imidazolowe z niepod-
stawionym pierscieniem imidazolu (2) oraz z podstawnikami alkilowymi (3 — 6) wykazuja wta-
sciwosci kompleksujace jony zelaza pordwnywalne do EDTA. Wsrod pochodnych drugiej
grupy jedynym zwigzkiem o wartosci aktywnosci chelatujacej >90% jest pochodna 17. Wyr6z-
nia si¢ ona na tle innych podobnych koniugatéw faktem, ze wolna para elektronowa na atomie
siarki w pier$cieniu tiolowym nie uczestniczy w rezonansie elektronowym i1 moze bra¢ udziat
w reakcji chelatowania.

Koniugaty indolowo-imidazolowe i indolowo-tioketonowe
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Rysunek 33. Wykres aktywnosci chelatujgcej jony Fe’" zwigzkow 2 — 23. Wyniki sq poréwnane z EDTA
(ns - roznica nieistotna statystycznie, p > 0,05, * p < 0,05, **p < 0,01, and *** p < 0,001). Brak ak-
tywnosci oznaczono jako ,,n.a.”.

7.3. Aktywnosc¢ przeciwbakteryjna

Koniugaty indolowo-azolowe oraz kompleksy zostaty zbadane pod katem wtasciwosci
przeciwbakteryjnych przeciwko dwom szczepom bakterii Gram-dodatnich (Micrococcus lu-
teus, Bacillus subtilis) 1 dwoch Gram-ujemnych (Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens)
(Tabela 1). Wybrane do badan szczepy sg szeroko rozpowszechnione w sSrodowisku naturalnym.
Micrococcus luteus jest oportunistyczng bakterig wystepujaca w glebie, pyle, wodzie i powie-
trzu [230]. Laseczka sienna (Bacillus subtilis) to modelowy mikroorganizm wykorzystywany
miedzy innymi w badaniach podziatu komoérek, wydzielania biatka czy ruchliwosci powierzch-
niowej [231]. Jest takze odpowiedzialna za psucie si¢ pieczywa — jego §luzowacenie [232].
Organizmem modelowym jest rowniez pateczka okr¢znicy (Escherichia coli). Mimo ze jest
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elementem naturalnej mikroflory ssakow, moze wywotywac¢ choroby uktadu pokarmowego
i moczowego [233]. Pseudomonas fluorescens powszechnie wystepuje w glebie, wodzie, rosli-
nach oraz mikrobiocie jelitowym. Powoduje choroby roslin i prawdopodobnie przyczynia si¢
do chorob u ludzi [234].

Gramina (1) nie hamowata wzrostu zadnego z badanych szczepow bakterii, a wickszos¢
koniugatow wykazata niskg aktywnos$¢ przeciwbakteryjng. Najlepsze okazaly si¢ zwigzki za-
wierajace pierscien pirazolu. Koniugaty 33 i 34 wykazaty umiarkowang, a koniugat 24 wysoka
aktywno$¢ przeciwko Micrococcus luteus. Zwiazki 26, 27, 36 1 37 natomiast inhibitowaly
wzrost Pseudomonas fluorescens. Wsréd koniugatow indolowo-imidazolowych najwyzsza
wartos¢ wykazal zwigzek z niepodstawionym imidazolem. Hamowal on wzrost Micrococcus
luteus oraz Pseudomonas fluorescens. Kompleksowanie z ZnCl, w wigkszosci przyczynito si¢
do wzrostu aktywnosci przeciwbakteryjnej, ale nie byta to znaczagca zmiana.

Tabela 1. Strefy zahamowania wzrostu szczepow bakterii. 10-15 mm — umiarkowana aktywnosé (kolor
zotty), >15 mm — wysoka aktywnosé (kolor zielony).

Strefy zahamowania wzrostu [mm]

Bakteria Gramina, koniugaty indolowo-imidazolowe i kompleksy
1 2 K2 3 K3 4 5 K5 6 K6 7 8 K8 9 K9
M. luteus 0 21 10,6 3 6 88 3 3,7 6 24 5 8,6 8 4,3 7,6
B. subtilis 0 33 4 1 4 43 1,8 3 24 23 87 37 4 2,7 4.8
E.coli 0 4 5 1 43 38 3 3,5 35 3,7 43 5 5 3 4
P. fluorescens 0 14,7 3 16 3.4 3 0 0 23 33 0 0 4 0 4

Koniugaty indolowo-tioketonowe
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

M. luteus 3,3 1 1 38 35 4 1,8 1,3 3 0 2,6 4 1 2
B. subtilis 4,5 1 2 5 33 23 1 2 42 0 0 0 0 3
E.coli 2 1 0 2 1 1 1 1 0 0 1 2,7 0 0
P. fluorescens 4 1 1,5 4 2 2 1 3 4 0 0 0 1 5,5

Koniugaty indolowo-pirazolowe
24 25 26 27 28 29 32 33 34 35 36 37 38

M. luteus 16 3,5 65 7 45 45 55 125 11 8 5,5 5 5,5
B. subtilis 0 4 8 7 0 6,5 4 7 7,5 6 8,5 7 4
E.coli 6 6 21 16,8 6 5 6 5,5 5,5 5,5 16 16 6

P. fluorescens 0 3,5 0 0 2 6,5 3 7,5 6 6 0 0 3

7.4. Aktywnosc przeciwgrzybiczna

Aktywnos¢ przeciwgrzybiczna koniugatow indolowo-imidazlowych oraz dwoch koniu-
gatéw drugiej grupy (19, 20) zostata zbadana przeciwko szczepom grzyboéw odpowiedzialnym
za choroby drewna: Coriolus versicolor, Poria placenta, Coniophora puteana 1 Gloeophyllum
trabeum. Badania wykonano we wspoélpracy z Katedra Chemicznej Technologii Drewna, Wy-
dziatu Le$nego i Technologii Drewna Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.
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Tabela 2 przedstawia zdolno$¢ zwigzkow 1 — 9, 19 1 20 do hamowania wzrostu grzy-
bow. Wszystkie koniugaty w najwyzszym badanym st¢zeniu (0,1%) w 100% inhibitowaty
wzrost grzybow. W nizszych stezeniach najlepsza okazata si¢ pochodna z 4,5-dichloroimidazo-
lem (7). Warto tez zaznaczy¢ aktywnos¢ zwigzkow 19 i 20, nalezacych do drugiej grupy po-
chodnych, ktore inhibitowaty wzrost Poria placenta 1 Coniophora puteana, grzybow wykazu-
jacych duza odporno$¢ na fungicydy.

Tabela 2. Aktywnos¢ przeciwgrzybiczna zwigzkow 2 — 9, 19, 20. Wartosci powyzej 50% zahamowania
wzrostu grzyba zaznaczono na zielono.

Grzyb Stezenie Zwiazek
[%] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 19 20
0,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Conipora puteana 0,01 51 41 48 37 26 49 74 48 40 57 44
0,001 40 0 0 15 14 37 46 0 0 40 43
0,0001 41 0 0 13 13 40 0 0 0 0 0
0,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Gleophyllum trabeum 0,01 17 40 44 30 17 27 91 53 48 59 47
0,001 12 20 19 11 16 9 51 18 28 38 39
0,0001 12 20 15 8 12 13 28 13 17 0 17
0,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Poria placenta 0,01 40 47 48 32 21 41 78 45 37 71 64
0,001 25 20 0 18 6 0 35 17 23 54 56
0,0001 14 0 0 16 1 4 0 0 0 34 0
0,1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Coriolus versicolor 0,01 35 33 35 43 43 44 96 41 44 49 26
0,001 22 19 1 13 12 19 23 13 6 20
0,0001 18 0 0 6 1319 0 7 0 0 0

Kompleksy oraz wybrane koniugaty graminy z tioketonami i pochodnymi pirazolu zo-
staly zbadane pod katem aktywnosci grzybobojczej wzgledem szczepow grzybow Alternaria
alternata, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum i Botrysis cinera, bedacych patoge-

nami roslin oraz Trichoderma harzianum i Trichoderma atroviride, naturalnych fungicydow
(Tabela 3).

Podobnie jak w przypadku badan przeciwbakteryjnych, najaktywniejsze okazaty si¢ ko-
niugaty zawierajace pierscien pirazolu. Wszystkie wykazaty aktywno$¢ przeciwko przynajm-
niej jednemu szczepowi grzybow, przy czym zwiazki z 2-fluoropirazolem (32), 2-chloropira-
zolem (33) i 2-bromopirazolem (34) inhibitowaty wzrost wszystkich szesciu szczepéw w stop-
niu przynajmniej umiarkowanym.

Druga grupa pochodnych okazata si¢ szczegdlnie aktywna przeciwko Botrysis cinera.
Pig¢ zwiazkow (11, 18, 21 — 23) wykazato wysoka warto$¢ strefy zahamowania wzrostu tego
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szczepu grzyba. Dla kontrastu, zaden z kompleksow nie inhibitowal wzrostu Botrysis cinera,
za to wszystkie stymulowaly jego wzrost.

Tabela 3. Strefy zahamowania wzrostu szczepow grzybow. 10-15 mm — umiarkowana aktywnosé¢ (kolor
zotty), >15 mm — wysoka aktywnos¢ (kolor zielony). *Kompleksy jako jedyne nie inhibitowaly a stymu-
lowaty wzrost B. cinera.

Strefy zahamowania/stymulacji* wzrostu [mm]

Grzyb Gramina i kompleksy
1 K2 K3 K5 K6 K8 K9
A. alternata 10 4,5 7,5 4,5 2,5 10 7,5
F. culmorum 3,5 0 2 6 0 6,4 9,2
T. harzianum 0 10 3 10 11,5 9,8 11,5
T. atroviride 13 0 4 2 2 2 10
B. cinera 11,2 13,3* 16,8* 17%* 21,2% 15,3* 11,7%

Koniugaty indolowo-tioketonowe
10 11 12 13 14 15 16 17 18 21 22 23

A. alternata 2,3 9 2 13 2,3 4,8 2,3 2 9 9 10 18
F. culmorum 3,8 1 3,5 4,5 7,8 5,5 4 2,5 2,1 1 1 13,2
T. harzianum 8 4 7,5 7 13 2,8 9 3,7 8 3,5 8,4 4,5
T. atroviride 2.5 11 1,5 4 22 13,5 12 3 5 0 6,6 7
B. cinera 3,5 16 43 4,5 33 2,3 5 4 23 17 19 16,5

Koniugaty indolowo-pirazolowe
24 25 26 27 28 29 32 33 34 35 36 37 38

A. alternata 6 13.5 13 11.5 0 9 12 10 11 0 15.5 12 13
F. culmorum 10 17,5 125 135 14 21 11 19 21 15 10 16 12.5
F.graminearum 125 9.5 16 18 0 25 10 16 18 13.5 21 20 16
T. harzianum 9 155 145 95 5.5 23 12 16 13 135 155 7.5 14.5
T. atroviride 15 16.5 0 0 8 10 15.5 21 19 16.5 0 11 0

B. cinera 7 10 19 19 9 5 11.5 11 13 7.5 7 14 19

8. Badania in silico
8.1. Wiasciwosci fizykochemiczne zwigzkdéw

Podobienstwo do lekéw (ang. druglikeness) jest pojeciem uzywanym w projektowaniu
nowych zwigzkdéw o znaczeniu farmakologicznym. Odnosi si¢ ono do poszukiwania czasteczek
o parametrach fizykochemicznych jak najbardziej zblizonych do istniejacych juz farmaceuty-
kow [235].

Polarno$¢ jest jednym z najwazniejszych kryteridéw branych pod uwage w ocenie podo-
bienstwa zwigzkéw do lekéw. Ma ona wpltyw na biodostepno$¢, biodegradacje i toksycznosé
substancji czynnych [236]. Wazna jest takze rozpuszczalno$¢ w wodzie, jako ze zwiagzek lepiej
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rozpuszczalny jest bardziej biodostgpny 1 wymaga mniejszej dawki, aby osiggnac¢ terapeutyczne
stezenie w osoczu po podaniu doustnym [237].

Reguty Lipinskiego i Vebera opisujg wiasnosci fizykochemiczne pozwalajace okresli¢
czy dany zwigzek spetnia wymagania stawiane lekom. Wedtug Lipinskiego [238] lek powinien
mie¢ mase czasteczkowa mniejsza niz 500 g/mol, wspotczynnik podziatu oktanol/woda (logP)
mniejszy niz 5 i nie posiada¢ wigcej niz 5 donoréw wigzan wodorowych (HBD) i 10 akcepto-
réw wigzan wodorowych (HBA). Veber natomiast uwzglednit liczbe wigzan rotacyjnych (< 10)
oraz pole powierzchni polarnej (<140A2) [239].

Parametry fizykochemiczne zwigzkow 2 - 40 i kompleksow K2 — K9 zbadalam wyko-
rzystujac oprogramowanie SwissADME (http://www.swissadme.ch/). Wszystkie koniugaty
spetniajg reguly Lipinskiego i Vebera, co sprawia, ze s dobrymi kandydatami do dalszych ba-

dan biologicznych. Dodatkowo dla wszystkich pochodnych okreslitam rozpuszczalno$¢ w wo-
dzie, wchtanialno$¢ przez uktad pokarmowy i1 zdolnos$¢ do przekraczania bariery krew-mozg.
Im wigksza dawka leku po podaniu doustnym dociera do krwiobiegu (gtownie z przewodu po-
karmowego), tym wieksza jest jej mozliwos¢ przekroczenia bariery krew-mozg poprzez bierng
dyfuzje. Zwiazki, ktore sg w stanie pokonaé te barier¢ moga dziata¢ w osrodkowym uktadzie
nerwowym.

Tabela 4. Parametry fizykochemiczne wybranych zwigzkow. GI — wchtanialnos¢ przez uktad pokar-
mowy, BBB — przepuszczalnosé przez bariere krew-mozg. Logs jest sredniq wartoscig logS obliczo-
nego trzema roznymi metodami. *Klasa rozpuszczalnosci — skala logS: nierozpuszczalny < —10,
stabo rozpuszczalny < —6, Srednio rozpuszczalny < —4, rozpuszczalny < —2, dobrze rozpuszczalny

<0.
Zwiazek Gl BBB LogS Klasa rozpuszczalnos$ci*
2 wysoka tak -3,60 rozpuszczalny
K2 wysoka tak -7,16 stabo rozpuszczalny
3 wysoka tak -3,74 rozpuszczalny
K3 wysoka tak -7,89 stabo rozpuszczalny
4 wysoka tak -3,95 rozpuszczalny
5 wysoka tak -4,10 $rednio rozpuszczalny
K5 niska nie -9,03 stabo rozpuszczalny
6 wysoka tak -4,59 $rednio rozpuszczalny
Keé wysoka nie -9,38 stabo rozpuszczalny
7 wysoka tak -4,26 $rednio rozpuszczalny
8 wysoka tak -4,46 $rednio rozpuszczalny
K8 niska nie -10,90 nierozpuszczalny
9 wysoka tak -5,44 $rednio rozpuszczalny
K9 niska nie -10,03 nierozpuszczalny
12 wysoka tak -3,63 rozpuszczalny
24 wysoka tak -3,06 rozpuszczalny

Tabela 4 przedstawia porownanie parametrow fizykochemicznych ligandéw indolowo-
imidazolowych, ich kompleksow 1 wybranych zwiazkéw drugiej 1 trzeciej grupy. Komplekso-
wanie z chlorkiem cynku wptyng¢to negatywnie na rozpuszczalno$¢ koniugatow z imidazolami,
obnizajac ja o jedna klase. W przypadku ligandéw 5, 8 1 9 zmienita si¢ takze ich wchtanialno$¢
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z uktadu pokarmowego (z wysokiej na niskg), a kompleksy K5, K6, K8 i K9 nie sg w stanie
przekroczy¢ bariery krew-moézg.

Zamiana niepodstawionego pierscienia imidazolowego (2) na imidazolo-2-tion (12)
lub pirazol (12) nie miata wiekszego wplywu na wlasnosci fizykochemiczne koniugatow indo-
lowych.

8.2. Dokowanie molekularne

W zwigzku z wysoka aktywnoscig cytoprotekcyjng koniugatéw 10, 13, 24, 25 1 32 zo-
staly one wybrane do badan dokowania molekularnego. Sprawdzono ich powinowactwo
do trzech domen biatkowych: mieloperoksydazy (MPO; 1DNU), dehydrogenazy ksantynowe;j
(IN5X) i cyklooksygenazy-2 (COX-2; 4COX). Enzymy te moga generowaé reaktywne formy
tlenu podczas reakcji lub jako cze$¢ mechanizmu obronnego przed patogenami, a inhibicja ich
aktywno$ci moze przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia stresu oksydacyjnego [240-242].

Wszystkie badane pochodne wykazywaly podobne lub wyzsze powinowactwo
do 1IDNU 1 IN5X, w poréwnaniu do zwigzkoéw referencyjnych — melatoniny (1DNU) i febuk-
sostatu (1N5X). W przypadku 4COX, koniugaty indolowe wykazaty mniejsze powinowactwo
do bialka niz referencyjna indometacyna.

Rysunek 34 przedstawia interakcje 25 z IN5X. Zwiagzek ten wykazal najnizszg energie
wigzania ze wszystkich badanych koniugatéw. Niepodstawiony atom azotu w pierscieniu pira-
zolu moze tworzy¢ wigzanie wodorowe z grupa hydroksylowa serotoniny Ser§76A, a grupa
NH indolu moze taczy¢ si¢ z grupa OH tyrozyny Thr1010A.
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Rysunek 34. Przedstawienie mozliwego tworzenia oddziatywan miedzy domeng biatka IN5X a koniu-
gatem 25. Niebieskie linie przerywane — wigzania wodorowe, linie cyjanowe przerywane — oddziaty-
wania - 7, zielone linie ciggte — kontakty hydrofobowe.
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Podsumowanie

Celem mojej pracy doktorskiej byto otrzymanie nowych koniugatéw indolowych i ich
kompleksow o potencjalnym zastosowaniu farmakologicznym. Zsyntezowaltam tacznie 39 ko-
niugatow indolowo-azolowych, z czego 35 nowych, oraz 6 komplekséw z ligandami
indolowo-imidazolowymi.

Nowo otrzymane zwiazki scharakteryzowatam metodami spektroskopowymi (‘H NMR,
BC NMR, FT-IR, MS). Dla wiekszoéci z nich zostata okreslona struktura w krysztale.

Analiza krystalograficzna wykonana zostata w Zaktadzie Krystalografii Wydziatu Che-
mii UAM (prof. dr hab. Urszula Rychlewska, dr Beata Warzajtis). Dzieki niej mozliwe byto
zidentyfikowanie drugiej formy tautomerycznej koniugatu z 3-bromo-5-metylopirazolem,
a takze wyjasnienie aktywnosci biologicznej pochodnej z benztiazolo-2-tionem.

Badania wlasciwosci hemolitycznych, cytoprotekcyjnych i chelatujacych przeprowa-
dzono we wspolpracy z Zaktadem Biologii Komorki Wydziatu Biologii UAM (prof. UAM dr
hab. Lucyna Mréwczynska), przy czym czg¢s¢ badan wykonalam samodzielnie, podczas odby-
wanego tam stazu. Wigkszo$¢ otrzymanych przeze mnie zwiazkéw jest hemokompatybilna,
a duza ich cze$¢ wykazuje dobre wiasciwosci antyoksydacyjne. Analiza zalezno$ci mi¢dzy
budowa pochodnych a ich aktywnosciag pozwolita na zidentyfikowanie elementéw struktury
koniugatéw odpowiedzialnych za ich wtasciwosci hemolityczne, cytoprotekcyjne i1 chelatujace.

Badania aktywno$ci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybicznej zrealizowano we wspol-
pracy z Katedrg Gleboznawstwa i Mikrobiologii, Wydzialu Rolnictwa, Ogrodnictwa 1 Bioinzy-
nierii (prof. UPP dr hab. Justyna Starzyk) oraz z Katedrg Chemicznej Technologii Drewna,
Wydziatu Lesnego 1 Technologii Drewna (prof. UPP dr hab. Grzegorz Cofta) Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu. W wigkszos$ci koniugaty 1 kompleksy nie wykazaty znaczacej ak-
tywnosci przeciwbakteryjnej. Za to wszystkie zwigzki pierwszej grupy w najwyzszym stezeniu
calkowicie inhibitowaly wzrost grzybéw odpowiedzialnych za choroby drewna. Dodatkowo
koniugaty trzeciej grupy wykazaty aktywno$¢ przeciwgrzybiczna przeciwko szczepom beda-
cymi patogenami roslin.

Wszystkie otrzymane koniugaty spetniaja reguty Lipinskiego i Vebera i1 sg zwigzkami
lekopodobnymi. Dodatkowo, w wigkszo$ci charakteryzuja si¢ dobra rozpuszczalno$ciag w wo-
dzie, dobra wchlanialnoscia z uktadu pokarmowego oraz sa w stanie przekroczy¢ bariere krew-
mozg.

Badania dokowania molekularnego przeprowadzono w Zaktadzie Chemii Kwantowej
Wydzialu Chemii UAM (mgr Damian Nowak). Wybrane koniugaty z drugiej i trzeciej grupy,
wykazujace najwyzsza aktywnos¢ cytoprotekcyjna, moga faczy¢ si¢ z enzymami odpowiedzial-
nymi za generowanie wolnych rodnikow.

Doktadniejsze opisy syntez, analiz¢ strukturalng i krystalograficzng oraz dodatkowe
wyniki badan opisano w publikacjach [P1 — P4].
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Poréwnanie numeracji zwigzkow w rozprawie dok-
torskiej i publikacjach

Tabela 5. Porownanie numeracji zwigzkow w rozprawie doktorskiej i publikacjach [P1 — P4].

Rozprawa doktor- Rozprawa doktor-

ska Publikacja ska Publikacja
P1 P3
2 2 10 2
3 3 11 3
4 4 12 4
5 5 13 5
5 5 14 6
6 6 15 7
7 7 16 8
8 8 17 9
9 9 18 10
19 10 21 11
20 11 22 12
23 13
P2 P4
K2 1 24 2
K3 2 25 3
KS5S 3 26 4
K6 4 27 5
K8 5 28 6
K9 6 29 7
30 8
31 9
32 10
33 11
34 12
35 13
36 14
37 15
38 16
39 17
40 18

50



Schematy przeprowadzanych syntez

/

N imidazol (2), 2-metyloimidazol (3), 2-etyloimidazol (4),
\ 2-izopropyloimidazol (5), 2-etylo-4-metyloimidazol (6),
4,5-dichloroimidazol (7), 2-fenyloimidazol (8),

\ benzimidazol (9) \

PhCH3, reflux, 2-8h

I/\) \/\)/\I:) /%’\)/\r\)— \87(:' \l> %NF’N@

3 6 7(3i

Schemat 1. Schemat syntezy koniugatow indolowo-imidazolowych 2 — 9.

imidazolino-2-tion (10,11), imidazolo-2-tion (12), 1-metylo-1H-
/ a) imidazolo-2-tion (13); benzimidazolo-2-tion (14,15), 3-metylo-
N 1H-benzimidazolc-2-tion (16), tiazolino-2-tion (17)
AN
\ b) benztiazolo-2-tion (19), benzoksazolo-2tion (20) \
N ) tiazalo-2-tion (18), 5-metylobenzoksazolo-2-tion N
H (21),1,2,4-triazolo-3-tion (22,23)
1 10 -23
se B sy YN s s \_NH 5
IR \\Q ‘Q
% %
10 11
S S S S o S N N
Y\) Y ) Y T T = T s
3 ¥ ¥ % ¥ N NN
17 18 19 20 21 22 23 \z/ NH

Schemat 2. Schemat syntezy koniugatow indolowo-tioketonowych 10— 23. a) (gramina:azol 1:2)
pierwszy etap: EtOH, NaOH, drugi etap: EtOH, reflux, 3 — 14 h; b) PhCH;, reflux, 2 — 8 h; ¢) EtOH,
reflux, 5 — 10 h.
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pirazol (24), 4-metylolpirazol (25), 4-etylopirazol (286),
4-izopropylopirazol (27), 5-izopropylopirazol (28), 3,5-dimetylopirazol
/ (29), 4-etynylopirazol (30), 5-metoksypirazol (31), 4-fluoropirazol (32),
4-chloropirazol (33), 4-bromopirazol (34), 4-jodopirazol (35), 4-bromo-
N 3-metylo-1H-pirazol (36, 37),
\ 3-bromo-5-metylo-1H-pirazol (38 ,39)

\ PhCHg, reflux, 9-20h \

N 5-nitroindazol (40) N

1) KoCO3, DMF, mieszanie, 25°C
1 2) DMF, ogrzewanie, 60°C, 15h 24 - 40

24 25 26 27 28 2

30 31 O—

9
17 0 JDme D e e S I
¥ N N N N N N N N NO,
32 33 34 35 36 37 38 39 40

Schemat 3. Schemat syntezy koniugatow indolowo-pirazolowych 24 — 40.

ZnC|2 }\ N“J‘l
2 D MeOH K2-K8 (reflux, 2h K2, K5) Zn
N CH,CN:MeOH (2:1) K9 -
H N/\
2 3,56,89 K2, K3, K5, K6, K8, K9

_N _N /H;N _N _N _N
Xy T T Xk
¥ , ¥ ; P ¥ %s ¥ .

5 6

Schemat 4. Schemat syntezy kompleksow koniugatow indolowo-imidazolowych z chlorkiem cynku.
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Streszczenie rozprawy doktorskie;

Koniugaty indolowe — synteza, analiza strukturalna
i ocena aktywnosci biologicznej

mgr Karolina Babijczuk

Promotor: prof. UAM dr hab. Beata Jasiewicz

Celem mojej pracy doktorskiej byta synteza koniugatow indolowych oraz ich komplek-
sOw, a takze analiza strukturalna i ocena aktywnosci biologicznej otrzymanych zwigzkow.

Wykorzystujac graming zsyntezowatam ponad trzydziesci nowych koniugatow indo-
lowo-azolowych, w ktérych pierScien azolu polaczony jest z indolem tacznikiem metyleno-
wym. Ze wzgledu na strukture mozna podzieli¢ je na trzy grupy: 1) indolowo-imidazolowe,
2) indolowo-tioketonowe, 3) indolowo-pirazolowe. Koniugaty pierwszej grupy wykorzystalam
jako ligandy w reakcji kompleksowania z chlorkiem cynku.

Wszystkie nowe pochodne zostaly scharakteryzowane za pomoca spektrometrii mas
oraz spektroskopii FT-IR 1 NMR, a dla wigkszo$ci zostata okreslona struktura
w krysztale.

We wspotpracy z Wydzialem Biologii UAM zbadatam wiasciwosci hemolityczne
1 antyoksydacyjne zwigzkow. Dokowanie molekularne pozwolito na okreslenie powinowactwa
wybranych pochodnych do enzymoéw uczestniczacych w stresie oksydacyjnym.

Dodatkowo we wspotpracy z Uniwersytetem Przyrodniczym w Poznaniu zbadano wta-
sciwosci przeciwbakteryjne 1 przeciwgrzybiczne zwigzkow. Wszystkie koniugaty 1 kompleksy
zostaly tez sprawdzone pod katem ich podobienstwa do lekow dzigki wykorzystaniu metod
in silico.

Przeprowadzona analiza wtasciwosci biologicznych otrzymanych pochodnych pozwo-
lita okresli¢ zalezno$¢ miedzy strukturg chemiczng zwigzku a jego aktywnos$cig biologiczna.
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Summary of doctoral dissertation

Indole conjugates — synthesis, structural analysis
and evaluation of biological activity

MSc Karolina Babijczuk

Supervisor: Prof. UAM Dr hab. Beata Jasiewicz

The aim of my doctoral thesis was to synthesize indole conjugates and their complexes,
as well as to analyze the structure and evaluate the biological activity of the obtained com-
pounds.

Using gramine, I synthesized over thirty new indole-azole conjugates in which the azole
is attached to the indole through a methylene linker. Based on their structure, they can be di-
vided into three groups: 1) indole-imidazole, 2) indole-thioketone, and 3) indole-pyrazole. The
conjugates of the first group were used as ligands in the complexation reaction with zinc chlo-
ride.

All new derivatives were characterized by mass spectrometry, FT-IR, and NMR spec-
troscopy and for most of them the crystal structures were determined.

In collaboration with the Faculty of Biology of Adam Mickiewicz University, I investi-
gated the compounds' hemolytic and antioxidant properties. Molecular docking allowed us to
determine the affinity of selected derivatives to enzymes involved in oxidative stress.

In addition, studies in collaboration with the University of Life Sciences in Poznan de-
termined the compounds' antibacterial and antifungal properties. Also, the druglikeness of all
conjugates and complexes were tested using in silico methods.

A comprehensive analysis of the biological activity of the obtained derivatives estab-
lished the relationship between the compound's chemical structure and its biological properties.
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