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1. WPROWADZENIE

Glownym celem prowadzonych przeze mnie badan byto poszukiwanie strukturalnych
uwarunkowan selektywnosci w grupie arylopiperazynowych i arylosulfonamidowych ligandéw
receptorow serotoninowych typu 5-HT4a i 5-HT; z uwzglednieniem projektowania i syntezy
nowych zwigzkéw chemicznych, wykazujgcych selektywnosé oddziatywania — szczegdlnie
w stosunku do receptora 5-HT5.

Jednym z tematoéw badan prowadzonych w Zaktadzie Chemii Lekéw (ZChL) Instytutu
Farmakologii PAN sg ligandy roznych typow receptoréw serotoninowych, m.in. z grupy
dtugotancuchowych pochodnych arylopiperazyny (LCAP — Long Chain ArylPiperazine). O ile
zaleznosci pomiedzy strukturg a aktywnoscig (SAR — Structure-Activity Relationships) tego
typu potgczen do receptora 5-HTa (5-HT1aR), jako przedmiot wieloletnich badan, zostaty
poznane i opisane w stopniu pozwalajgcym na precyzyjne projektowanie zwigzkéw
0 pozadanej aktywnoéci, to odpowiednia wiedza dotyczaca wymogdéw receptora 5-HT;
(5-HT,R) jest znacznie mniej dostepna. Ponadto, w przypadku zwigzkow z klasy LCAP, ktére
wykazujg  znamienne powinowactwo do 5-HT;R, czestym zjawiskiem jest
wspotwystepowanie aktywnosci do podtypu 5-HTqa, co utrudnia wykorzystywanie takich
substancji jako narzedzia w badaniach farmakologicznych. W tym kontekscie, moje prace
zostaly skoncentrowane na badaniach elementéw struktury ligandow 5-HT;R
determinujacych selektywnos¢ oddziatywania wzgledem 5-HTaR.

Pierwszy rozdziat pracy doktorskiej zawiera krotkie omdwienie ostatnich wynikéw
badan ligandow receptorow 5-HT4a i 5-HT7, ktore daty podstawe do wytyczenia kierunku
badan w doktoracie.

W czesci teoretycznej, dla petnego zrozumienia co wnoszg badania wiasne, zwiezle
przedstawitem znaczenie terapeutyczne ligandéw receptorow 5-HT.a i 5-HTo,
a nastepnie w oparciu o dotychczas opublikowang literature (artykuty i patenty) omowitem
grupy ligandow 5-HT;R, ze szczegdlnym zwréceniem uwagi na selektywno$¢é wobec
5-HT,aR. Na koniec, jako podsumowanie, przedstawitem przeglad opublikowanych modeli
farmakoforowych 5-HT7R.

Druga cze$¢ pracy doktorskiej — ,Badania wiasne”, rozpoczyna rozdziat dotyczacy
nowych pochodnych pirolidonu (fleksyjnych i liniowo usztywnionych), ktore otrzymatem dla
potwierdzenia hipotezy, ze na selektywnos¢ oddziatywania pomiedzy receptorami 5-HTa
i 5-HT7 moze wptywaé konformacja alkilowego tacznika.

W kolejnym rozdziale przedstawitem, zsyntetyzowane w ramach poszukiwania
nieliniowej konformacji bioaktywnej ligandéw 5-HT7R, zwigzki posiadajgce strukture ,zgietg”,
uzyskang w wyniku usztywnienia tréjmetylenowego tancucha LCAP 1,3-dipodstawionym

pierscieniem cykloheksanowym.
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1. Wprowadzenie

Nastepnie omoéwitem serie pochodnych arylosulfonamidowych, czesciowo
usztywnionych fragmentem alkilopiperydynowym, ktére zostaty zaprojektowane na
podstawie struktur ligandow 5-HT-R znanych z literatury.

Ostatni rozdziat ,Badan wiasnych” obejmuje rezultaty eksperymentéw modelowania
molekularnego nad hipotezami farmakoforowymi z wykorzystaniem wynikéw otrzymanych
dla ostatniej grupy potaczen.

Najwazniejsze wnioski jakie wyciggnatem 2z przeprowadzonych badan zostaty
zebrane w krétkim podsumowaniu.

W czesci eksperymentalnej przedstawitem metody syntezy wszystkich nowych
zwigzkéw, ktore otrzymatem w ramach pracy doktorskiej; metodyke badan modelowania
molekularnego zastosowanych do konstrukcji modeli farmakoforowych oraz opis procedur
testow biochemicznych wykonanych w ZChL dla oznaczenia powinowactwa nowych

potaczen.
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2. CZESC TEORETYCZNA

21. Wstep

Badania nad ligandami receptorow serotoninowych (5-HT) prowadzone sg
w Zakladzie Chemii Lekoéw Instytutu Farmakologii PAN od wielu lat. Obejmujg one
modelowanie molekularne, projektowanie i synteze oraz oznaczenia in vitro powinowactwa
nowych substancji do réznych typoéw receptorow 5-HT. Chronologicznie, pierwsze prace
z tego tematu byly skoncentrowane na zagadnieniach zaleznosci pomiedzy strukturg
a aktywnoscig ligandéw receptora 5-HT4s» i obejmowaly gtdwnie grupe tzw.
dtugotancuchowych pochodnych arylopiperazyny (LCAP).

Ostatni sposréd zidentyfikowanych do tej pory w rodzinie serotoninowej receptor
5-HT; zostat wigczony do badan Zakfadu w 2002 roku, a eksperymenty zorientowane na
nowy cel biologiczny rozpoczeto od przeprowadzenia przesiewowych testow powinowactwa
wiasnej biblioteki zwiazkéw, sktadajacej sie w znacznej mierze z LCAP. Spodziewano sie
znalez¢ interesujace substancje, poniewaz wkrétce po odkryciu tego receptora pojawity sie
prace, w ktérych opisano powinowactwo znanych nieselektywnych ligandow uktadu
serotoninowego. Wsrdéd zwigzkow wykazujgcych wysokg aktywnosS¢ znalazty sie, m.in.
pochodne z grupy dtugotancuchowych arylopiperazyn i arylopiperydyn, takie jak ziprasidon
(1), risperidon (2), czy pimozyd (3) (rys. 1). Ponadto opublikowane zostaty réwniez badania

identyfikujace ligandy posiadajace mieszany profil receptorowy 5-HT/5-HT; (46, rys. 1)."3

g0 ey

s—N

1, ziprasidon 2, risperidon 3, pimozyd

K (5-HT;,) = 1.9-76 nM K, (5-HT,,) = 21 - 427 nM K, (5-HT, ) = 88 - 650 nM

K, (5-HT,) = 4.9 nM K, (5-HT,) = 0.4 - 6.6 nM K; (5-HT,) = 0.5 nM

CH CH
gon ”SYQ gon (" QOIS @
fjv o fj fjv )

4, 5,
K, (5-HT,,) =5.5nM K (5-HT,,) = 8.6 nM . (5-HT,,) = 9.9 nM
K; (5-HT;) = 5.8 nM K; (5-HT;) = 6.64 nM (5 HT,)=4.7 nM

Rysunek 1. Przyktadowe zwigzki posiadajace mieszany profil receptorowy 5-HTa/5-HT,."*
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2. Czes¢ Teoretyczna

Pierwsze wyniki otrzymane w naszym Zakfadzie pokazaty, ze zwigzek 7 (MM-77),
uwazany dotychczas za selektywny ligand receptora 5-HTqs, charakteryzujacy sie
aktywno$cig przeciwlekowa w testach na zwierzetach,® wykazywat réwnoczesne, znaczace
powinowactwo do receptora 5-HT.,.° Natomiast pochodna 11 (MP-349),” bedaca jego
usztywnionym strukturalnie analogiem (poprzez wprowadzenie 1e,4e-cykloheksanowego
pierscienia w miejsce gietkiego facznika tetrametylenowego), nie wigzata sie do tego
receptora.® Analogiczne wyniki otrzymano dla pary 8 i 12, czyli dla zwiazku NAN-190 (znany
postsynaptyczny antagonista receptora 5-HT4)® i jego ,sztywnego” analogu MP-245, co
wskazywato na istnienie réznicy w geometrii miejsc wigzacych podtypéw 5-HT;a i 5-HT.°
Podczas gdy dla tych pierwszych, konformacje liniowo rozciggniete zdefiniowano jako
bioaktywne, to w przypadku receptora 5-HT; nalezalo sadzi¢, iz preferowane powinny by¢
konformacje zgiete. Przypuszczenie to wstepnie zweryfikowano, wykazujac, ze wymiana
tancucha tetrametylenowego na fgcznik trans-2-butenowy [zwigzki 9 (PK-81) i 10 (PK-82)]
powoduje wzrost powinowactwa do receptoréow 5-HT; przy jednoczesnym obnizeniu

wigzania do podtypu 5-HTa.°

[0}
o

0 0
, /\/\/7“? /\/\/N
OCH O OCH, O ( OCH, O

(o]
7, (MM-77) 9, (PK-81) 11, (MP-349)
K, (5-HT,,) = 6.4 nM K, (5-HT,,) = 29 nM K, (5-HT,,) = 15 nM
K, (5-HT,) = 90 nM K, (5-HT,) = 63 nM K, (5-HT,) = 11500 nM
(o]

8, (NAN-190) 10, (PK-82) 12, (MP-245)
K; (5-HT;,) = 0.6 nM K. (5-HT,,) = 5nM K. (5-HT,,) = 8 nM
K; (5-HT7) =87 nM K, (5-HT,) = 36 nM K. (5-HT,) = 2045 nM

Rysunek 2. Wybrane ligandy receptorow 5-HT 4 i 5-HT; zbadane w ZChL.%*

Powyzsze rezultaty stanowity punkt wyjscia dla badan przeprowadzonych w ramach
niniejszej pracy doktorskiej. W pierwszej kolejnosci zaplanowano potwierdzenie wysunietej
hipotezy, ze selektywnos¢ 5-HT4/5-HT7; moze by¢é uwarunkowana konformacjq alkilowego

tacznika w LCAP. Nastepnie poszukiwano optymalnego utozenia grup farmakoforowych dla
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2.1. Wstep

silnego i selektywnego oddziatywania z receptorem 5-HT;. W rezultacie zaprojektowano
i zsyntezowano szereg nowych potgczen o zmodyfikowanych strukturalnie grupach
farmakoforowych z uwzglednieniem wiedzy wyptywajgcej z dotychczas opublikowanych

w literaturze swiatowej badan SAR, dotyczacych selektywnych ligandoéw 5-HT;R.
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2. Czesc teoretyczna

2.2. Receptory serotoninowe typu 5-HT4a i 5-HT7, ich funkcja i znaczenie

terapeutyczne

Zaburzenia w przekaznictwie serotoninergicznym sg zrédiem wielu schorzen
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), dlatego od wielu lat szereg osrodkéw badawczych
na swiecie prowadzi poszukiwania lekdw zdolnych przywroci¢ fizjologiczny stan rownowagi
5-HT w mozgu. Do tej pory zidentyfikowano wiele zwigzkéw chemicznych silnie dziatajacych
na receptory tego neuroprzekaznika. Obecnie jako leki stosuje sie takie substancje, jak
buspiron (lek przeciwlekowy), trazodon i nefazodon (leki przeciwdepresyjne) oraz aripiprazol

(atypowy neuroleptyk), a wiele innych jest na etapie badan klinicznych.™

Do rodziny receptoréw serotoninowych zalicza sie 15 odrebnych populacji biatek
wigzgcych, podzielonych na 7 typow gtéwnych. Klasyfikacje rozpoczyna najlepiej poznany
podtyp 5-HT4a, @ zamyka zidentyfikowany jako ostatni — 5-HT7. Z wyjatkiem receptora 5-HT;
(kanat jonowy) — wszystkie pozostate podtypy (14) nalezg do tzw. rodziny GPCR, czyli

" Poréwnanie

receptoréw zwigzanych z bialkiem G (G-Protein Coupled Receptors).
catosciowe] sekwencji aminokwaséw wszystkich receptorow 5-HT wskazuje, ze
podobienstwo pomiedzy poszczegolnymi biatkami jest najwieksze dla podtypéw danego
receptora (najlepszy wynik dla 5-HTsaR i 5-HTsgR charakteryzuje 75% zgodnosci), natomiast
gtéwne typy nie osiagajg 50% homologii. Jak wynika z przedstawionego ponizej zestawienia,
podobienstwo w cato$ciowej sekwencji aminokwaséw pomiedzy receptorami 5-HT 4 i 5-HT>

jest jednym z najwyzszych i siega 49%."

Podtyp 5-HT4a 5-HT4g 5-HTip 5-HTie 5-HT4 5-HToa 5-HT2s 5-HToc 5-HTs 5-HTs 5-HTsa r5-HTsg 5-HTe  5-HT,
5-HT1a 100 53 52 49 53 42 42 45 14 36 48 49 43 49
5-HT1s 43 56 60 43 39 38 27 39 43 42 39 46
5-HTp 43 63 58 57 41 40 42 44 40 45 43 41 46
5-HT+& 40 48 48 66 45 40 43 30 41 46 47 40 48
5-HT+ 42 49 48 57 46 42 44 29 44 48 46 42 48
5-HT2a 30 30 29 34 32 57 0 36 36 35 36 38
5-HT2s 34 27 27 30 29 45 53 29 37 37 37 36 37
5-HT2c 32 28 30 32 32 51 18 39 40 36 37 37
5-HT; 14 22 22 10 14 0 18 16 21 32 22 29 0
5-HT, 29 32 31 32 34 28 29 28 42 38 35 42
5-HTsa 36 35 34 35 37 27 26 31 22 75 38 42

32

r5-HTsg 39 34 33 35 36 27 29 29 22 30 70 38 44
5-HTs 34 31 32 32 32 27 27 27 24 27 30 40
5-HT; 38 37 38 39 38 28 28 28 0 32 33 34 33 100

Rysunek 3. Homologia 5-HT7;,R z innymi receptorami serotoninowymi. Podobienstwo (powyzej
przekatnej) — identyczne lub podobne aminokwasy. Homologia (ponizej przekatnej) — tylko identyczne
aminokwasy."' 2
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2.2. Receptory serotoninowe typu 5-HT1A i 5-HT7, ich funkcja i znaczenie terapeutyczne

Receptor 5-HT;s zostat odkryty na poczatku lat 80."* ™ i wiedza na jego temat
rozwijata sie bardzo szybko dzieki wczesnie zidentyfikowanemu selektywnemu agoniscie,
8-OH-DPAT,"® ktéry — jak sie znacznie pozniej okazato — jest réwniez agonistg 5-HT;R."® Juz
w poczatkowym okresie wykazano przeciwlekowe i antydepresyjne wiasnosci ligandéw
5-HT14R."""® Jednym z pierwszych zwigzkéw badanych w tym kierunku byt buspiron
(nalezacy do klasy LCAP), ktoéry po uptywie niespetna dekady zostat wprowadzony do
lecznictwa jako nowy lek przeciwlekowy. Dzieki niemu wzrosto zainteresowanie 5-HT AR
i jego rolg w leczeniu zaburzen lekowych, poniewaz w przeciwienstwie do benzodiazepin, lek
ten nie wykazywat takich efektdow ubocznych jak sedacja, zwiotczenie miesni czy interakcje
z alkoholem.?® Obecnie kilka innych pirymidylopiperazyn, tj.: gepiron, ipsapiron, tandospiron i
zalospiron, jest testowanych klinicznie jako potencjalne leki przeciwlekowe

i przeciwdepresyjne.?

Ogromna ilos¢ badan farmakologicznych poswiecona ligandom 5-HT1aR pozwolita na
ustalenie, ze poza wyzej wspomnianymi wiasnosciami wykazujg one wptyw, m.in. na rozwoj
potaczen nerwowych, chronig pobudzone komorki nerwowe przed degeneracjg i apoptoza,
uczestniczg w regulacji cisnienia krwi, pobierania pokarmu, temperatury, konsolidacji
pamieci. Ponadto, przedstawiono dowody na role 5-HTaR w powaznych chorobach

neurologicznych, jak schizofrenia, zesp6t Touretta, choroba Huntingtona.?'

Badania najmifodszego czionka rodziny receptorow serotoninowych — 5-HT/R —
chociaz intensywnie rozwijane w wielu osrodkach naukowych, nie sg jeszcze na tak
zaawansowanym etapie jak w przypadku 5-HTaR. Przez wiele lat brak specyficznie
dziatajgcych zwigzkoéw narzedziowych hamowat postep wiedzy o funkcji receptoréw 5-HT7
w OUN, a testy farmakologiczne prowadzono, uzywajac nieselektywnych substanciji
w obecnosci tzw. czynnikdw maskujacych. Zidentyfikowane w ostatnich latach nowe ligandy
o polepszonej selektywnosci, takie jak SB-269970 (64, rys. 10), znacznie usprawnity dalsze

badania.®

Dotychczas opublikowane wyniki dostarczyty wstepnych dowodéw na powigzanie

12,22_24 25,26 27,28

5-HT;R z depresja, lekiem, zaburzeniami nastroju, migrena, nauka i pamiecia,

29,30 38_41

nocycepcja, regulacjg rytméw okotodobowych,*-* epilepsja,*-*" termoregulacja,

42,43 44,45

aktywnoscig motoryczng uktadu pokarmowego, odruchami sercowo-naczyniowymi,

46-49

stanami zapalnymi, procesami wydzielania hormonu luteinizujacego (LH)® (tab. 1).

Poréwnujgc wtasnosci receptorow 5-HTa i 5-HT7 (tab. 1), mozna zauwazy¢, ze
chociaz wykazujg one zrdéznicowanie w sposobie aktywacji, ich lokalizacja w mébzgu
czesciowo sie pokrywa. Swiadczy to o ich funkcjonalnym powigzaniu w OUN oraz

0 podobnym dziataniu terapeutycznym ligandéw (lek, depresja, pamie¢, termoregulacja).
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2. Czesc teoretyczna

Ponadto jak juz wczesniej wspomniano, istnieje wiele ,wspdlnych ligandéw”, m.in. z grupy

LACP i arylopiperydyn, jak ziprasidon (1), risperidon (2), pimozyd (3), co z kolei wskazuje na

analogie w obrebie kieszeni wigzgcych obu tych receptorow.

Tabela 1. Poréwnanie wtasnosci receptoréw 5-HT 15 i 5-HT.

Cecha

Lokalizacja na
chromosomie

llos¢
aminokwasow

(receptory

h —cztowieka,
m — myszy,

r — szczura)
Dystrybucja
w OUN

Dystrybucja
poza OUN

Lokalizacja na
neuronach

Sposob i efekt
aktywacji

Radioligandy

Potencjalne

i potwierdzone
terapeutyczne
zastosowanie

5-HT1aR

5911.2-q13

5-HT1a: h421, m421, r422

struktury limbiczne (hipokamp,
przegroda boczna), korowe (kora
zakretu obreczy i Srodwechowa),
jadra szwu (grzbietowe

i posrodkowe), jadra podstawne

i moézdzek

tkanki limfoidalne, jelita, nerki,
miesnie

pre- i postsynaptyczna

sprzezony ujemnie z cyklaza
adenylowg przez biatko Gi/Go
(zmniejszenie poziomu
komérkowego cAMP)

[*H]-8-OH-DPAT, [*H]-WAY 100635

depresja, lek i stres, rozwdj potaczen
nerwowych, ochrona pobudzonych
komoérek nerwowych przed
degeneracja i apoptoza, schizofrenia,
regulacja cisnienia krwi, pobierania
pokarmu, temperatury, konsolidacja
pamieci, zespot Touretta, choroba
Huntingtona21

11,21,51,52
5-HT;R

10q23.3-q24.4

5-HT74: h445, m448, r448
5-HT7,: h432, r435
5-HT7.: r470

5-HT74: h479

wzgébrze, podwzgorze, niektore rejony kory,
hipokamp, jadra, nadskrzyzowaniowe
podwzgdrza, prazkowie, pien mozgu,
opuszka wechowa, guzek wechowy, jadro
ogoniaste i mézdzek

tkanki limfoidalne, jelita, nerki, miesnie
gtadkie naczyh krwionosnych, zotadek,
nadnercza, serce

postsynaptyczna

sprzezony pozytywnie z cyklazg adenylowg
przez biatko G (zwiekszenie poziomu
komérkowego cAMP)

['%1]-LSD, [*H]-SB 269970, [°H]-5-CT,
[PH]-5-HT

depresja, lek, zaburzenia nastroju,'?**-**

rytmy okotodobowe,*'-** epilepsja,
termoregulacja,®®*' schizofrenia,”
migrena,®® ?® wydzielanie hormonu LH,*
stany zapalne,**~*° nocycepcja,® * nauka i
pamieé,?’*? odruchy sercowo-
naczyniowe,** ** aktywnos¢ motoryczna
uktadu pokarmowego,*?*?
uktadu moczowego™ >

34-37

zaburzenia
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2.3. Przeglad zwigzkéw wykazujacych powinowanctwo do 5-HT7R

2.3. Przeglad zwigzkéw wykazujacych powinowanctwo do 5-HT;R

2.3.1. Pochodne tryptaminy

Wkrotce po odkryciu 5-HT;R rozpoczeto intensywne poszukiwania zwigzkéw
wykazujgcych aktywnosé w stosunku do tego typu receptora. Pochodne tryptaminy (13)
zostaty zbadane jako jedne z pierwszych, potwierdzajgc przypuszczenia, ze czesé z tych
nieselektywnych ligandéw posiada wilasnosci agonistyczne wzgledem 5-HT/,R.*’
Poczatkowo, wiasnie wysokoaktywne pochodne tryptaminy, tj.: 5-HT (14), 5-CT (15),
5-MeOT (16) stosowane jako zwigzki narzedziowe, odgrywaty wazng role w zdobywaniu

wiedzy o tym receptorze.

Generalnie, w tej grupie potaczen najwyzsze powinowactwo wykazywaty zwigzki,
ktére cechowata obecnos¢ akceptora wigzania wodorowego w pozycji C-5 uktadu indolu oraz

brak podstawnika w pozycji C-2 (14-16).

NH, NH, NH, NH,
o
HO H,CO
A\ N\ HN N\ N\
N N N N
H H H H

13, tryptamina, K, =16-158 nM 14, 5-HT, K =1-79nM  15,5-CT,K;=0.16-1nM 16, 5-MeOT, K, = 0.63 - 6.31 nM

Rysunek 4. Pochodne tryptaminy.'®

2.3.2. Pochodne ergoliny

Do najwczesniej poznanych, nieselektywnych antagonistéw 5-HT;R nalezy obszerna
grupa pochodnych ergoliny. Niektére z nich pojawity sie w lecznictwie, zanim odkryto
5-HT+R, np.: lisuryd (21) — agonista receptoréw dopaminergicznych D, stosowany w leczeniu
choroby Parkinsona, czy dihydroergotamina (24) uzywana jako lek w profilaktycznym

leczeniu migreny.'®

Analizujgc struktury pochodnych ergoliny (17-28) o wysokim powinowactwo do
5-HT;R, mozna zauwazyé, ze ani stereochemia szkieletu ergoliny, ani rozbudowane
podstawniki w szescioweglowym pierscieniu heterocyklicznym nie wptywajg zasadniczo na
poziom ich aktywnosci. Mimo ze wiekszos¢ tych potaczen jest antagonistami 5-HT:R,
zaobserwowano, ze w przypadku (+)-LSD (17) w badaniach farmakologicznych wykazywat

on charakterystyczng dla agonistéw stymulacje tworzenia cAMP.%®
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2. Czesc teoretyczna

17, (+)-LSD (R =H), K, = 15 - 31 nM 19, pergolid, K, = 2.95 - 17.8 nM
18, 2-Br-LSD (R = Br), K, = 10 - 31 nM

0

N\
N

CH,
22, metysergid, K, = 13 - 79 nM

24, dihydroergotamina, K; = 9.12 - 151 nM 25, terguryd, K;= 7.9 - 42 nM

H,C
26, mesulergina, K; = 20 - 25 nM 27, metergolina, K; = 6.3 - 32 nM 28, amesergid, K, = 79 nM

Rysunek 5. Pochodne ergoliny."®*

2.3.3. Trojcykliczne leki psychotropowe (neuroleptyki, przeciwdepresyjne)

Znaczng grupe nieselektywnych antagonistéw 5-HT;R tworzg zwigzki, ktérych
szkielet opiera sie na trzech skondensowanych pierscieniach. Cze$¢ z nich to typowe
i atypowe neuroleptyki bedgce pochodnymi dibenzoazepiny (29—-33), dibenzotiepiny (34, 35),
dibenzocykloheptatrienu (36, 37), dibenzocykloheptadienu (38, 39), tioksantenu (40),
fenotiazyny (41, 42) i dibenzocykloheksadienu (43). Wspdlng cechg tych zwigzkéw jest

nieplanarnos¢ uktadu trzech pierscieni czgsteczki. Ponadto, odlegtos¢ miedzy zasadowym
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2.3. Przeglad zwigzkéw wykazujacych powinowanctwo do 5-HT7R

atomem azotu piperazyny lub piperydyny i szkieletem aromatycznym w wiekszosci
przypadkdéw odpowiada dlugosci trojmetylenowego tancucha alkilowego. Mozna tez
zauwazy¢, ze obecnosc elektronoakceptorowych podstawnikow (Cl, F) w aromatycznych
pierécieniach trojcyklicznego szkieletu czasteczki wptywa korzystnie na aktywnosé do

5-HT;R. Kilka z nich, jak metiotepina (35) czy cyproheptadyna (37) cechuje znaczne

o0

29, klozapina 30, amoksapina 31, fluperlapina 32, klotiapina
K, =40 nM K, =39.8 - 186 nM K =4.6 nM K =4.3nM

S
H,C s

O JoN
oD ey

powinowactwo réwniez do 5-HTsR.*

R0, KD

N N\)
H.C c” H,C” F he

3

33, mianseryna 34, oktoklotepina 35, metiotepina 36, rilapina
K, =40 nM K =25-32nM Ki=0.4-10nM K =2.5nM
/ |
N H,C
CH,
37, cyproheptadyna 39, amitryptylina 40, chlorprotiksen
K =32-126 nM 38, (+)-butaklamol K =93 - 126 nM K, =5.6 nM

K; =31.6 - 200 nM

SO0 L OO0 Q0T

F CH,
H,C
N N 3 \rlq
CH,
HO HO
41, flufenazyna 42, acetofenazyna 43, maprotylina
K =7.9nM K =2.4nM K; =50 nM

Rysunek 6. Tréjcykliczne leki psychotropowe.* '® %
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2. Czesc teoretyczna

2.3.4. Aporfiny

Pochodne aporfiny to grupa znanych ligandéw receptoréw dopaminowych, ws$rod
ktérych znajdujg sie rowniez potgczenia wykazujgce powinowactwo do receptoréw
serotoninowych.®” ®' Badania SAR prowadzone na Uniwersytecie w Uppsali pokazaty, ze
wskutek wprowadzenia w pozycje C-11 ukiadu aporfiny sterycznego podstawnika
nastepowato przesuniecie selektywnosci z receptoréw dopaminowych na serotoninowe.®?
W serii pochodnych (R)-1,11-metylenoaporfiny modyfikacje w zakresie typu podstawnika, jak
i stereochemii miejsca jego podstawienia, doprowadzity do uzyskania ligandéw (np. 44, 45)
o zréznicowanym profilu receptorowym 5-HT7/5-HTa/D2a. WSréd otrzymanych zwigzkow
najwyzszg selektywnos¢ do 5-HT;R posiadat zwigzek 46, ktéry jednoczesnie wykazywat
umiarkowane powinowactwo do 5-HTaR. Interesujacy jest fakt, ze ligand 47
z niepodstawiong grupg fenylowg w pozycji C-11 uktadu aporfiny charakteryzowat sie

mieszanym profilem receptorowym 5-HT7/5-HT 4,2

za$ jego analogi z podstawnikami
w grupie fenylowej 48-50 wykazywaly wysokie powinowactwo tylko do 5-HT;R.%®
Zahamowana swobodna rotacja grupy fenylowej powodowata, ze stabilne atropoizomery
pochodnych 48 i 50 cechowata farmakologiczna stereoselektywnos¢, tj. wyzszg

selektywno$é do 5-HTR posiadaty izomery o konformacji 6aR,aR.%?
Sztywna struktura pochodnych aporfiny oraz zréznicowanie zaréwno pod wzgledem
selektywnosci, jak i aktywnosci wewnetrznej (agonisci i antagonisci 5-HT7R) sprawiaja, ze

tego typu zwigzki byly wykorzystywane jako narzedzia w badaniach modelowania

64-66

molekularnego.

44, K =1.1nM 45, K = 3.36 nM 46,K=18nM 47, (R=R'=H), K =9.78 nM
48, (R = CN, R" = CH,), K, = 3.79 nM
49, (R=R" = OCH,), K, = 13 nM
50, (R = OH, R' = OCH;), K, = 43 nM

16,63,67,68

Rysunek 7. Aporfiny.
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2.3. Przeglad zwigzkéw wykazujacych powinowanctwo do 5-HT7R

2.3.5. Pochodne 2-aminotetraliny i 3-aminochromanu

Ligandy tej grupy cechuje zréznicowany profil aktywnosci wewnetrznej oraz
selektywnosci. Pod wzgledem budowy chemicznej mozna je uzna¢ za fleksyjne analogi
aporfin (rys. 7). Jedng ze znanych od dawna 2-aminotetralin jest 8-OH-DPAT (51), ktéra jak
juz wspomniano uwazana byta za selektywnego agoniste 5-HT 4R, a dopiero w pozniejszych

badaniach odkryto, ze jest ona jednocze$nie cze$ciowym agonistg 5-HT;R.%%"°

Pochodne (S)-dimetyloaminotetraliny zostaty opublikowane jako nowa klasa ligandow
5-HT;R w 2002 roku.”" Intensywne badania wytonity kilka ligandéw wykazujacych bardzo
wysokie — porownywalne do 5-CT — powinowactwo do 5-HT;R (rys. 8) oraz umiarkowang
selektywnos¢ wzgledem 5-HTaR. Zwigzki te, podobnie jak pochodne tryptofanu, nie
posiadajg akceptora wigzania wodorowego w uktadzie skondensowanych pierscieni i mozna
przypuszczaé, ze brak ten jest rekompensowany wptywem podstawnika arylowego. Co
ciekawe, niewielkie modyfikacje w obrebie tego fragmentu zmieniajg aktywnos¢ zwigzku od

petnego agonisty do antagonisty.”?

W 2008 roku zostato opublikowane zgtoszenie patentowe Laboratorios Del Dr. Esteve
S.A. dotyczgce zastosowania agonisty z tej grupy potaczen, zwigzku AS-19 (52) w terapii
bélu.”® Dalsze badania in vivo wykazaly, ze AS-19 usprawniat konsolidacje pamieci
i odwracat amnezje wywotang skopolaming i dizocylping. Obecnie zwigzek ten znajduje sie

w ofercie handlowej firmy Tocris Bioscience.

Grupa pochodnych 2-aminotetraliny i 3-aminochromanu (53-56), badana przez
Holmberga i wsp., to zwigzki réznorodne pod wzgledem aktywnosci wewnetrznej
i selektywnos$ci.”* " Struktury z podstawnikami 2,6-dimetoksylowymi w pierécieniu arylowym
wykazywaty wyzszg selektywnos¢ do 5-HT,;R. Skrocenie dtugosci podstawnikow
N-alkilowych z propylowego do metylowego (rys. 8) powodowato roéwniez wzrost
selektywnosci, i co ciekawe, takze zmiane aktywnosci wewnetrznej [petny agonista (53, 55)
— antagonista lub czesciowy agonista (54, 56)]. Sugeruje to, ze obecnos¢ podstawnika
propylowego w kieszeni wigzacej receptora moze by¢ konieczna do aktywacji. Ponadto
oddziatywanie tych ligandéw z 5-HT;R charakteryzowato sie stereospecyficznoscia:
pochodne (R)-chromanu (55) byty bardziej preferowane niz ich stereoizomery (S)
(Ki=364 nM dla izomeru S zwigzku 55). W serii 6-arylopodstawionych pochodnych
3-aminochromanu, najwyzszg aktywnosé wykazywat zwigzek 57 2z podstawnikiem
2,6-dimetylofenylowym — nieselektywny wzgledem 5-HT,4,R — czesciowy agonista 5-HT;R.
Natomiast jego analog bez grup metylowych byt catkowicie pozbawiony powinowactwa do
5-HT,R (K, > 1000 nM)."™*
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2. Czesc teoretyczna

o
N
CH, \CHa
OH H
N H,C CH
COQ e, OS(TN
N—N
\
CH,
51, 8-OH-DPAT, K, = 32 - 501 nM 52, AS-19, K, = 0.6 nM
H,CcO : LCH H co\=£>3/
= (CH,),CH,), K = 7.9 nM = (CH,),CH,), K = 2.7 nM 57, K = 13.4nM
4(R CH,), K = 2.5 nM 6(R CH,), K, = 5.3 nM

Rysunek 8. Pochodne 2-aminotetraliny i 2-aminochromanu.®- 727

2.3.6. Pochodne piperydyny

Kolejng grupe nieselektywnych antagonistow tworzg zwigzki o réznorodnej, fleksyjnej
strukturze (grupy farmakoforowe sg potaczone 2—4 metylenowym fancuchem). Wsréd nich
znajdujg sie znane ligandy i leki bedace antagonistami 5-HT;R, jak np.: ritanseryna
0 dziataniu przeciwdepresyjnym i przeciwlekowym, czy spiperon — stosowany w leczeniu
schizofrenii (rys. 9)."® Wysoko$é oznaczonego dla tych potaczen powinowactwa do 5-HT;R
jest zréznicowana, od najstabszych ligandéw, jak ketanseryna (60) — do obdarzonych
znaczng aktywnoscia, np. pirenperon (59) lub ritanseryna (58). Ligandy 58 i 59

charakteryzujg sie réwniez znaczng selektywnoscig wobec 5-HTaR.

HC Ny s HC N
: o 0
) ! -
/ ) )
0

58, ritanseryna, K, = 16 - 50 nM 59, pirenperon, K, = 6.45 - 52.5 nM

F
F
Y
F /\/N N N
N < lo}
o N
H "o

o

60, ketanseryna, K; = 251 - 1259 nM 61, spiperon, K; = 63 - 100 nM

Rysunek 9. Pochodne piperydyny.'®*
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2.3. Przeglad zwigzkéw wykazujacych powinowanctwo do 5-HT7R

2.3.7. Arylosulfonamidoalkiloaminy i arylosulfonoalkiloaminy

To obszerna i intensywnie badana klasa ligandoéw, obejmujgca pierwsze, selektywne
ligandy 5-HT;R. W badaniach funkcjonalnych zwigzki tej grupy wykazywaty najczesciej efekt
hamujacy aktywnos¢ receptora. Zsyntezowana w ramach niniejszej pracy seria pochodnych
arylosulfonamidowych (rozdz. 3.3) zostata zaprojektowana miedzy innymi z wykorzystaniem

opublikowanych wynikéw analiz SAR dotyczacych tej grupy ligandow.

Pierwszego selektywnego antagoniste 5-HT;R (62) zidentyfikowano w 1997 r.
w badaniach przesiewowych (HTS — High Throughput Screening) biblioteki zwigzkow
GlaxoSmithKline.”>'"® Uzyskana tg droga ,struktura wiodaca”, po licznych modyfikacjach,
stata sie prekursorem klasy selektywnych ligandéw 5-HT7R. W badaniach funkcjonalnych
zwigzki 0 najwyzszym powinowactwie: SB-258719 (63) i SB-269970 (64) wykazywaty
aktywno$é antagonistyczna.”’ " Jednakze pozniejsze eksperymenty, w ktérych zastosowano
linie komérkowe z ekspresjg ludzkiego 5-HT7R pokazaty, ze wykazujg one cechy odwrotnych

agonistow.®°

Oba potaczenia znajdujg sie obecnie w ofercie handlowej firmy Tocris
Bioscience. Mimo wysokiej selektywnosci do 5-HT;R, wyznaczony dla SB-269970 (64)
w testach in vivo bardzo krotki okres pottrwania znacznie ograniczat jego zastosowanie, tak
w badaniach na zwierzetach, jak i jako potencjalnego leku. Dlatego tez w celu poprawienia
profilu farmakokinetycznego przeprowadzono szereg dalszych modyfikacji strukturalnych,

uzyskujac m.in. kilka obiecujacych zwiazkéw, jak SB-258741 (65) czy SB-656104 (66).%’

Pojawienie sie nowych, selektywnych ligandéw zainicjowato szybki rozwdj tej klasy
ligandéw, czego dowodzg liczne publikacje i patenty. W 2004 r. Vermeulen i wsp.
opublikowali badania nowych arylosulfonamidowych pochodnych 2-metoksyfenylopiperazyny
i 1,2,3,4-tetrahydroizochinoliny (THIQ), zachowujgcych sie w testach farmakologicznych jak
odwrotni agonisci.®® Wsrod tych potaczen N-etylo-podstawione sulfonamidy (68—70) okazaty
sie szczegodlnie aktywnymi zwigzkami. Na podstawie tej serii zostat opracowany model

farmakoforowy dla odwrotnych agonistéw 5-HT;R (oméwiony w rozdz. 2.4).%°

Obszerna grupa pochodnych THIQ o podobnej strukturze zostata przedstawiona w 4
patentach Jover i wsp. jako antagonisci 5-HT;R.#2® Chociaz w pierwszych trzech
zgtoszeniach pokazano struktury ponad 400 zwigzkéw, dane dotyczace powinowactwa do
5-HT;R ujawniono tylko dla kilkunastu ligandow, wsrod ktérych najnizszg wartosé ICsg
wykazywat zwigzek 72. Generalnie, najwyzsze powinowactwo posiadaty zwigzki
z czteroweglowym tancuchem metylenowym taczacym THIQ =z ugrupowaniem
sulfonamidowym (71, 72). Czwarty wniosek patentowy obejmowat 78 zwigzkéw.®® Wartosci
ICs0 do 5-HT;R ujawniono tylko dla osmiu pochodnych z #tgcznikiem 4-metyleno-1-

piperydylowym. W tej krétkiej serii najwyzsze powinowactwo do 5-HT;R cechowato zwigzek
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73. Selektywnosé patentowanych zwigzkéw testowano wzgledem bardzo szerokiego
spektrum celéw biologicznych, jak rdézne receptory, kanaty jonowe i transportery

neuroprzekaznikow.

Jedno ze zgtoszen patentowych firmy Merck & Co. z 2006 r. dotyczy odkrycia nowych
arylosulfonoalkiloamin, wykazujacych powinowactwo do 5-HT;R i ich zastosowania
w leczeniu i/lub zapobieganiu zaburzeniom OUN.®* Opisane pochodne charakteryzowata
poréwnywalnie wysoka aktywnosc¢ i selektywnos¢ wzgledem innych receptoréw, przy czym
dane o powinowactwie i selektywnosci zostaty opublikowane dwa lata pdzniej.®” Badania
SAR serii pochodnych cyklobutylu wykazaty, ze obecnos¢ aromatycznego fragmentu (grupa
fenylowa, THIQ) w poblizu zasadowego atomu azotu powodowata znaczny wzrost
powinowactwa (74, 111-114), przy obnizeniu selektywnosci. W ramach dalszej optymalizacji
struktury (gtownie celem zwiekszenia selektywnosci) trafnym posunieciem okazato sie
zastgpienie fragmentu THIQ niearomatyczng (4aS,8aS)-dekahydroizochinoling (75) oraz
otworzenie pierscienia cyklobutylowego (76). Wszystkie testowane ligandy wykazywaly

cechy antagonistéw 5-HT;R z wyjatkiem zwiazku 76, ktory byt czesciowym agonista.®’

Seria antagonistow (np.: 77, 78) — analogéw SB-258719 (63), zostata opublikowana
w 2006 r. przez grupe Lattmann i wsp., a rok wczesniej byta przedmiotem zgtoszenia
patentowego jako ligandy 5-HT;R o potencjalnym zastosowaniu w depresji.?*"% Wstepne
badania przesiewowe pozwolity zidentyfikowaC zwigzki, ktére wykazywaty znaczne
powinowactwo do 5-HT;R. Najlepsze wyniki otrzymano, gdy grupa metylowa w SB-258719
(63) zostata zastgpiona ugrupowaniem aromatycznym. Zwigzki 77 i 78 wykazywaty dziatanie

antydepresyjne w modelach zwierzecych choroby.?

Interesujgca grupa ligandéw z fragmentem 4-benzylidenopiperydynowym (analogi
ritanseryny 58) zostata opatentowana przez firme Ajinomoto Co. W$rdéd przedstawionych
ponad 60 struktur powinowactwo do 5-HT;R ujawniono dla 20 zwigzkéw. Najwyzszag
aktywnos¢ zaobserwowano dla arylosulfonamidowych pochodnych 78 i 80 z podstawnikami:
2-OCH; i 3-Cl w grupach fenylowych. Niestety, dane dotyczace selektywnosci oraz

aktywno$ci wewnetrznej prezentowanych zwigzkéw nie zostaty przedstawione.®

Podobnie, bardzo ograniczone dane o aktywnosci zawiera zgtoszenie patentowe
Merck Sharp & Dohme Ltd. dotyczace selektywnych antagonistéw - pochodnych
arylosulfonamidowych o ogéinej strukturze chemicznej 81 i 82. W opisanej serii 38 ligandow
5-HT;R znaleziono struktury selektywne wzgledem receptorow serotoninowych (5-HT1a,
5-HT g, 5-HT.a) i dopaminowych (D,).%
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2.3.8. Dtiugotancuchowe arylopiperydyny, arylopiperazyny i B-karboliny

To bardzo liczna i zréznicowana pod wzgledem budowy chemicznej grupa zwigzkow.
Wsréd najwczesniej zidentyfikowanych antagonistow 5-HT;R znajdujg sie znane ligandy
receptoréw 5-HT, i D, wykazujace dziatanie antypsychotyczne, jak risperidon (2), tiosperon
(83), pimozyd (3). Niektore elementy struktury tych zwigzkéw, jak np.: 3-piperidyn-4-ylo-
benzo[d]izoksazol czy 1-piperidyn-4-ylo-1,3-dihydrobenzoimidazol-2-on zostaty

wykorzystane w pézniejszych poszukiwaniach selektywnych ligandéw 5-HT;R.%%-*’

H

OTN OT;‘)O
G G

s—N
2, risperidon, K, = 1.4 nM 83, tiosperon, K, = 0.64 nM

Vs
QHJ:?

3, pimozyd, K, = 0.5 nM

N o R &
QT AR

N
H O 84, K, = 10.2 nM H o 85, SB-691673, K, = 2.24 nM

N/ (CHz)s\’p \
|

o—N o—N

86, (R = OH), K, = 2.9 nM 88, K,=8.2nM
87, (R = OCH,), K, = 0.9 nM

2,3, 16,91

Rysunek 11a. Dtugotancuchowe arylopiperydyny i arylopiperazyny.

Jak wida¢ z przedstawionych na rysunku struktur (np. 83, 86—88), zwigzki te, nalezac
do klasy LCAPs, nawigzujg strukturalnie do ligandéw 5-HTsR, wobec czego czesto
posiadajg powinowactwo réwniez do tego receptora. Jedynie pochodne z fragmentem

3-(1-piperazynylo)-1,2-benzioksazolowym wykazujg selektywnos¢ 5-HT;R/5-HT AR, ale
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w tym wypadku charakteryzuje je takze wysokie powinowactwo do 5-HT,, R (analogia
strukturalna do risperidonu 2) oraz dodatkowo, w przypadku zwigzkéw z podstawnikiem
metoksylowym w grupie fenylowej, do receptora dopaminowego D, i adrenergicznego o.

W testach funkcjonalnych omawiane zwiazki wykazujg cechy agonistéw 5-HT;R.?"3

Obok zidentyfikowanej pochodnej sulfonamidowej (62), w bibliotece zwigzkéw
GlaxoSmithKline znaleziono takze selektywnego odwrotnego agoniste 84 o catkiem
odmiennej strukturze chemicznej. Grupa 1-(piperydyn-4-ylo)-1,3-dihydrobenzoimidazol-2-onu
w zwigzku 84 to element struktury, ktéry wystepuje réwniez w niektorych lekach
antypsychotycznych [benperidol, pimozyd (3)].°' Dalsza optymalizacja tego zwigzku

doprowadzita do odkrycia znanej pochodnej fluorowej — SB-691673 (85).

Tetrahydrobenzindole jako grupa ligandow 5-HT;R wywodzi sie z badan
przesiewowych biblioteki zwiazkéw Meiji Seika Kaisha Ltd.%' % Wyselekcjonowane pierwsze
pochodne wykazywaty powinowactwo, zaréwno do 5-HT;R, jak i 5-HT,R. W wyniku dalszych
modyfikacji ich struktur, tj. zastosowania réznych uktadéw aryloaminowych, m.in. 1-pirydyn-
2-ylopiperazyny, B-karboliny (89-92), czy zmiany dlugosci fancucha alkilowego (93-95),
otrzymano szereg nowych ligandow; w tym takze znanego selektywnego antagoniste
DR-4004 (96). Kolejne badania SAR zaowocowaly syntezg nowych potgczen
o ulepszonym profilu farmakokinetycznym, jak DR-4485 (97), DR-4365 (98) i DR-4446
(99).%-%° Dla zwiazkéw o podobnej strukturze zarejestrowane zostato zgtoszenie patentowe

przez GlaxoSmithKline.'®

Nowe pochodne naftolaktamu (100) i naftosultamu (101) o zblizonej do
tetrahydrobenzindoli strukturze, aczkolwiek znacznie mniej aktywne, zostaty zsyntetyzowane
w celu weryfikacji hipotezy farmakoforowej dla antagonistéw 5-HT;R, zaproponowanej przez

Lopez-Rodriguez i wsp. (oméwionej w rozdz. 2.4).%% 1"
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Rysunek 11b. Diugotaricuchowe arylopiperydyny, arylopiperazyny i B-karboliny.'®

Kolejng grupa zwigzkéw badang w kierunku powinowactwa do 5-HT;R byly
diugotancuchowe pochodne 1-(2-metoksyfenylo)piperazyny, otrzymane wczesniej jako
ligandy 5-HT1aR. Modyfikujgc sposéb i typ podstawienia w pierscieniu aromatycznym uktadu
arylopiperazynowego, dtugos¢ fancucha oraz strukture terminalnego fragmentu amidowego
zidentyfikowano nowg klase ligandéw 5-HT/R (102-107).*° Na podstawie badan tej grupy
potaczen wykazano, ze do uzyskania wysokiego powinowactwa preferowany jest
niepodstawiony uktad 1,2,3,4-tetrahydronaftalenu, tancuch alkilowy skladajacy sie z pieciu
grup metylenowych oraz podstawienie w potozeniu orfo pierscienia aromatycznego. Rodzaj

podstawnikow w tym ostatnim fragmencie decydowat takze o profilu aktywnosci
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funkcjonalnej. Generalnie zauwazono, ze ligandy z grupami typu OH (106), NHCH;
zachowywalty sie jak antagonisci, natomiast z CH;3 (107), Ph (108), SCH;3 (109), CH(CHjs)s,
N(CHs), jak agonisci. Niestety, wiekszo$¢ otrzymanych ligandéw tej serii cechowat brak,
badz tylko niewielki stopien selektywnosci wobec 5-HT4R.*® Dwa zwiazki: LP-12 (108)
i PL-44 (109) zidentyfikowane jako selektywni agonisci 5-HT7R wzgledem receptoréw 5-HT 1

i 5-HT, obecnie znajdujg sie ofercie firmy Tocris Bioscience.

Do grupy dtugotancuchowych arylopiperazyn zaliczy¢ mozna roéwniez ligandy, ktore
w miejscu amidowego fragmentu w LCAPs posiadajg grupe sulfonamidowag lub sulfonowg
110-114. Arylosulfonamidowe potaczenia typu 110, obok omoéwionych wczesniej
pochodnych THIQ (67—69), zostaty opublikowane jako nowa seria odwrotnych agonistéw
w 2004 r.®° przez Vermeulena i wsp. wraz z opracowanym na ich podstawie modelem
farmakoforowym. W tej serii ligandéw szczegdlnie silne hamowanie podstawowej aktywnosci

cyklazy adenylowej wykazywaty N-etylo-podstawione sulfonamidy (110).

Podobnie, réwnolegle do omoéwionych juz pochodnych THIQ (74-76), opublikowano
serie arylosulfonoalkiloamin (112-114) — pochodnych arylopiperazyny i arylopiperydyny.®’
Wyniki rozszerzonych badan receptorowych (5-HTqa, 5-HT2a, 5-HT4s, D2, a4, hERG),
przedstawionych dla kilku zwigzkéw z réznymi podstawnikami w pozycji C-3 piperydyny,
wskazaty, Zze najwiekszg preferencjag 5-HT;R charakteryzowata sie struktura 112

z fragmentem 3-oksazolopiperydynowym.

Nowe piperazynowe lub pirydynowe pochodne oksindolu zostaty opatentowane jako
ligandy 5-HT7R o potencjalnym zastosowaniu w leczeniu zaburzerh OUN lub choréb sercowo-
naczyniowych przez Volk i wsp. z Egis Gyogyszergyar Pharmaceuticals.'®* ' Pod
wzgledem struktury chemicznej przedstawiona seria zwigzkéow (115-117) nawigzywata do
wczesniej wspomnianych potaczeh opracowanych w firmie Meiji Seika Kaisha Ltd. (89-99).
Jak wynika z tresci patentdw modyfikowana byta dlugos¢ tancucha polimetylenowego
(116-118), lecz pokazane zostaty tylko struktury pochodnych n-butylowych. Ponadto
ujawniono jedynie czes¢ danych biologicznych, nie podajac jednak zadnych informacji
dotyczacych profilu aktywnosci funkcjonalnej. W pierwszym wniosku patentowym
przedstawiono 13 zwigzkéw o ogdlnym wzorze 115 jako ligandy 5-HT;R.' Niektére
z prezentowanych struktur byly takze ligandami a4 adrenoceptoréw i inhibitorami wychwytu
zwrotnego 5-HT. Zwigzki o ogolnym wzorze 116, opisane w drugim wniosku patentowym,
wykazywaty mieszany profil receptorowy 5-HT./o4.'% Przedmiotem trzeciego wniosku byto
10 ligandéw o ogdlnej strukturze 117, dwa z nich (R = 4-CIPh i R' = H oraz R = 3-CF3;Ph
i R" = 5F) hamowaty wychwyt zwrotny 5-HT."%4- 10
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Rysunek 11c. Dtugotancuchowe arylopiperydyny i arylopiperazyny.

Diugotancuchowe pochodne arylopiperazyny to takze jeden z tematéw badan
Zaktadu Chemii Lekéw IF PAN, ktory rozwijano pod katem poszukiwania nowych zwigzkéw
wykazujgcych aktywnos¢ do réznych receptorow serotoninowych. Pierwsze ligandy 5-HT7R
zostaty zidentyfikowane na drodze testow przesiewowych wiasnej biblioteki zwigzkow i jak
mozna sie bylo spodziewac, byly to przewaznie zsyntezowane juz wczeséniej ligandy
5-HTAR, m.in. zwigzek MM-77 (7) [K(5-HT1a)=6,4 nM].6 Réwnoczesnie znaczace
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powinowactwo do 5-HT;R wyznaczono w naszym laboratorium dla zwigzku NAN-190 (8),
bedacego znanym postsynaptycznym antagonistg 5-HT4R.2 Poniewaz usztywnione liniowo
analogi tych potfaczen, tj. pochodne 11 (MP-349) i 12 (MP-245) byty catkowicie pozbawione
aktywnosci do 5-HT;R dalsze badania zostaty ukierunkowane na modyfikacje struktury
tacznika polimetylenowego. W tym celu zsyntetyzowano nowe potaczenia zawierajace
tancuch 2-butenylowy w konformacji cis lub trans. Najwyzsze powinowactwo do 5-HT;R
uzyskano dla pochodnych z tancuchem trans-2-butenylowym 9, przy czym nadal widoczna
byta preferencja wigzania do 5-HTiaR [Ki (5-HT1a) =29 nM] i 10 [K; (5-HTa) =5 nM].°
W rezultacie kolejnych modyfikacji struktury MM-77 otrzymano nowe serie analogéw 1-arylo-

9,106

4-(4-sukcynimidobutylo)piperazyny oraz ich pochodne 2z fragmentem 1-(m-

" wséréd ktérych znaleziono aktywne ligandy 5-HT/R

trifluorometylofenylo)piperazyny,°
wykazujace jednak poréwnywalnie wysokie powinowactwo do 5-HT;AR oraz takze do

as-adrenoceprotow.
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Rysunek 11d. Diugotaricuchowe arylopiperazyny badane w ZChL.°

Do grupy arylopiperazynowych ligandéw 5-HT;R typu LCAPs mozna zaliczy¢ rowniez
zwigzki z aromatycznym pierscieniem wbudowanym w tancuch alkilowy, jak np. pirol (6, 119,
120) i pirydyna (121, 122).

Pochodne fenylopirolu jako ligandy 5-HT;R zostaly odkryte przez Lepailleur i wsp.
w wyniku wirtualnego przeszukiwania wtasnej biblioteki zwiazkéw.' ' Najbardziej aktywna
struktura 118 poddana wielu modyfikaciom w celu poprawy powinowactwa do 5-HT;R
doprowadzita do otrzymania 3-podstawionych arylopiroli: 6, 119, 120. W badaniach

funkcjonalnych zwigzki 121 i 122 zachowywaly sie jak antagonisci, natomiast 120 — jak
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czesciowy agonista. Niestety, potaczenia 6, 119, 120, okazaly sie rowniez aktywnymi
ligandami 5-HTa. W oparciu o uzyskane wyniki przeprowadzono optymalizacje modelu
farmakoforowego 5-HT;R oraz badania modelowania molekularnego dotyczace

selektywnos$ci 5-HT7/5-HT 1 (przedstawione w rozdz. 2.4).'%

Seria arylopiperazyn z pierscieniem pirydyny wbudowanym w taincuch alkilowy
zostaty opublikowane w zgtoszeniu patentowym Shionogi & Co. dotyczacym identyfikacji
agonistéw 5-HT;R." Najwyzsze powinowactwo w przedstawionej serii posiadat zwigzek
121. Pochodne 4-(2-pirydylo)piperazyny (122) byly przedmiotem badan firmy Pfizer jako
aktywne i selektywne ligandéw 5-HT;R (czesciowi agonisci) o dziataniu modulujacym rytmy

okotodobowe. '

5 oo sorsh

118, 91% przy 10°M 6, (R = 2-CH,), K = 4.7 nM 120, k=18 nM
119, (R = 2-CN), K, = 5.4 nM
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121, K,=9.2nM 122, struktura ogdlna, K; - brak danych

Rysunek 11e. Pochodne diugotancuchowych arylopiperazyn.' '%-"

2.3.9. Pochodne diaminopirydyny, diaminopirymidyny i diaminotriazyny

Liczaca 80 zwigzkéw seria pochodnych diaminotriazyny, diaminopirydyny
i diaminopirymidyny (m.in. 123—-131) zostata opisana w zgtoszeniu patentowym firmy Bristol -
Myers Squibb w 2001 r. jako nowi antagonisci 5-HT;R o potencjalnym zastosowaniu w terapii
choréb OUN i oczu.""" Trzy lata pézniej opublikowano dwa artykuty, prezentujace rezultaty

badan SAR tych klas ligandéw."'?/ "1

Pochodne diaminotriazyny (123, 124) wykazywaty stereoselektywnosc

farmakologiczng (najwyzsze powinowactwo do 5-HT-;R obserwowano w przypadku izomeréw
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S) i selektywnos¢ wobec receptoréw adrenergicznych o4, dopaminowych D, oraz

serotoninowych 5-HT 4, 5-HTg i czesciowo wobec 5-HT.c, a takze transportera 5-HT."*?

W drugiej grupie zwigzkdw — pochodnych diaminopirymidyny i diaminopirydyny
(125-131) — zbadano wptyw rozmieszczenia atoméw azotu w pierécieniu aromatycznym na
powinowactwo do 5-HT;R. Zwigzki tej klasy ligandéw wykazywaty selektywnos¢ wobec
receptorow 5-HTqa i Dy, transportera 5-HT, natomiast z reguty nie byty selektywne wobec

aq-adrenoreceptoréw i 5-HT,c.'™

N

Joaasanst

123, (R, R = H), K, = 8 nM
124, (R = NH,, R'=F), K, = 5 nM

dfxﬁ
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o
O)\N G N/\/ \©\
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130, (

iy Nl/\N /\Q
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127, K = 6 "M

N
CH3 D\
N 7 N/\/o
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129, K = 4 nM
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), Ki=0.2nM

131, (R F)K 0.4 nM

Rysunek 12. Pochodne diaminopirydyny, diaminopirymidyny i diaminotriazyny.

2.3.10. Pochodne amidynomocznika

111-113

W 2002 r. opublikowane zostato przez firme Warner-Lambert Company zgtoszenie

patentowe dotyczace pochodnych amidynomocznika (132-137).

"4 Wséréd 89 zwiazkow
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2. Czesc teoretyczna

znalazly sie zarowno selektywne ligandy 5-HT;R (m.in. 132, 133), jak i wykazujgce mieszany
profil receptorowy: 5-HT7/5-HT24 (134, 135) i 5-HT7/5-HT24/5-HT+4 (136, 137).

OCH, )NI: i HC” o NH O
cH
[:S:Ij“\N N N~ e [:i:r/“\N/ﬂ\N/ﬂ\N/CH3
H H H H H H
oCH,
132, K, =12nM 133, K, =49 nM

O St . O 70

(¥ SaS
H H H H H H
134, K = 13 nM 135, K = 1.4 nM
NH (0] OH NH O
PPN A A A~
H H H H H H
136, K, = 8.9 nM 137, K, =26 nM

Rysunek 13. Pochodne amidynomocznika.'"*

2.3.11. Proste arylopiperazyny

W sktad tej grupy wchodzg ligandy o zblizonej strukturze, ktére mozna uznac¢ za
analogi 1-naftylopiperazyny (138), wykazujgce w badaniach funkcjonalnych cechy
agonistow. Sama struktura 1-NP (138) moze by¢ rozwazana jako uproszczony i usztywniony
analog pochodnych tryptofanu i mimo ze nie posiada ona akceptora wigzania wodorowego,

wykazuje znaczne powinowactwo do 5-HT,R.%"/ "1

W 2005 r. zostat opublikowany patent firmy Solvay Pharmaceuticals B.V., dotyczacy
zastosowania pochodnych 1-(2H-1-benzopiran-2-on-8-ylo)piperazyny w leczeniu zaburzen
ruchu.®* Co ciekawe, znaleziony nieselektywny agonista 5-HT4R i 5-HT;R oraz antagonista
5-HTpR — zwigzek 139 — w tescie aktywnosci antyepileptycznej byt bardziej aktywny niz
selektywne ligandy."® Bazujac na rezultatach innych testéw in vivo dla specyficznych
agonistow 5-HTaR, zasugerowano, ze mechanizm dziatania 139 raczej nie jest zwigzany
z receptorem 5-HTa. Profil receptorowy zwigzku 139 wyznaczony wzgledem ok. 100
receptoréw i kanatdw jonowych wskazat na jego wysokie powinowactwo do 5-HTgR
(Ki = 2,0 nM), 5-HTpR (Ki = 13 nM) i 5-HT,R (K; = 3,2 nM).""® Na podstawie dalszych badan
wykazano, ze aktywnos¢ antyepileptyczna zwigzku 139 byta czesciowo antagonizowana
w obecnosci selektywnego agonisty 5-HTpR (sumatriptan), ale takze selektywnego

antagonisty 5-HT;R [SB-258741 (65)]. Zdaniem autorow taki profil farmakologiczny zwigzku
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139 sSwiadczy o tym, Ze jest on kandydatem na nowy lek antyepileptyczny o zredukowanych
skutkach ubocznych, ktéry bedzie skuteczny takze w terapii pacjentéw opornych na

dotychczas stosowane leki."®

Do grupy prostych pochodnych arylopiperazyny mozna zaliczy¢ takze zwigzek 140,
wczesniej oznaczony jako czesciowy agonista 5-HT3;R. Do odkrycia jego aktywnosci do
5-HT;R przyczynity sie obserwacje Rault i wsp. dotyczace analogii miedzy modelami

farmakoforowymi obu receptoréw.'"”

W oparciu o te strukture i model farmakoforowy dla
selektywnych antagonistow zostata zaprojektowana nowa seria zwigzkow (143, 144), ktéra
zostata przedstawiona w rozdziale opisujgcym zwigzki o zréznicowanej strukturze (rozdz.

2.3.13)."7

138, 1-NP, K, =20 - 79 nM 139, K =3.2nM 140, 32% w 108 M

36,57,115-117

Rysunek 14. Proste arylopiperazyny.

2.3.12. Pochodne aminoetylopirolu i aminoetylopirazolu

Firma Janssen Pharmaceutica zgtosita wniosek patentowy dotyczacy zwigzkéw
reprezentowanych ogolnymi wzorami 141-148, wsrdéd ktorych znalazty sie ligandy
wykazujace cechy antagonistéw 5-HT;R."® Autorzy przedstawili ponad 300 struktur,
z ktorych prawie 100 wykazuje wysokie powinowactwo do 5-HT;R (Ki < 10 nM). Znaczna
czes$¢ opisanych zwigzkdéw jest selektywnymi ligandami 5-HT;R lub posiada mieszany profil
receptorowy 5-HT,/5-HT;. Dane, ktére ujawniono dotyczg wysokosci powinowactwa do kilku
typow receptoréw serotoninowych (5-HT7, 5-HToa, 5-HT2g i 5-HT,c) | pozwalajg zauwazy¢, ze
selektywne ligandy 5-HT;R posiadajg szkielet 1,4,5,6,7,8- lub 2,4,5,6,7,8-heksahydro-1,2,6-
triaza-azulenu (142-148). Najwyzszg selektywnos¢ wykazujg pochodne z grupa
4-chlorofenylowg w pozycji C-3 pierscienia pirazolu; wprowadzenie podstawnikoéw do grupy
fenylometylowej (146-148) lub metylowanie azotu w pierScieniu azepinowym (143)
podwyzsza selektywnosé do 5-HT-R, przy czym sama wysokosé powinowactwa do tego

receptora nie ulega zmianie.""®
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Rysunek 15. Pochodne aminoetylopirolu i aminoetylopirazolu.118

2.3.13. Zwiazki o zréznicowanej strukturze

Oprécz ligandow 5-HT7R opisanych powyzej, zidentyfikowano takze inne zwigzki
wykazujgce wysokie powinowactwo do tego receptora, ktérych ze wzgledu na zréznicowang

budowe chemiczng nie mozna zaklasyfikowa¢ do zadnej z wyodrebnionych grup.

Badania HTS biblioteki firmy Merck'"® wytonity pochodng tiazolu 149 jako aktywny
ligand 5-HT;R. W wyniku dalszej optymalizacji struktury otrzymano kilka wysokoaktywnych
czesciowych agonistow 5-HT;R a badania SAR pokazaly, ze najkorzystniejsze jest
usytuowanie podstawnika uktadu tiazolu w pozycji C-4, natomiast zastgpienie fragmentu
tiazolowego pierscieniem pirydynowym (150) powoduje znaczny spadek selektywnosci
wzgledem 5-HT4,R. W 2008 r. Laboratorios Del Dr. Esteve S.A. opublikowato zgtoszenie
patentowe dotyczgce zastosowania, m.in. czesciowego agonisty MSD-5a (ij. zwigzku 150)

w terapii bélu.”

Seria tréjcyklicznych zwigzkow typu 151, 152 zostata zaprojektowana na podstawie
modelu farmakoforowego zdefiniowanego przez Rault i wsp., ktéry wygenerowano
w oparciu o struktury selektywnych antagonistéw 5-HT;R (rozdz. 2.4)."" W budowie tych
zwigzkéw istnieje strukturalne podobienstwo do liganda 140 o mieszanym profilu

receptorowym 5-HT,/5-HT3;. Autorzy zmodyfikowali jego strukture, zastepujgc fragment

38



2.3. Przeglad zwigzkéw wykazujacych powinowanctwo do 5-HT7R

piperazynowy fleksyjnym tancuchem f{gczacym uktad tréjeykliczny z ugrupowaniem

aminowym i otrzymali potaczenia o wiekszej selektywnosci wzgledem 5-HTsR i 5-HT,R.""’

W 2002r. firma Warner-Lambert Company opublikowata zgtoszenie patentowe
dotyczace 55 pochodnych aminoalkilopirolidyny badanych jako ligandy 5-HT/R.'® Wsréd
tych zwigzkéw znalazly sie zaréwno selektywne ligandy 5-HT;R (m.in. 153), jak i wykazujgce

mieszany profil receptorowy: 5-HT7/5-HTg/5-HT2a.

W rezultacie systematycznych badan SAR pochodnych N-etyloindolu, firmie NPS
Pharmaceuticals Inc. udato sie otrzymad kilka selektywnych ligandéw 5-HT-R."?' Najbardziej
aktywny zwigzek 154 posiadat brom w pozycji C-6 uktadu indolu a jako terminalny fragment
aminowy — dekahydropirydo[1,2-d][1,4]diazepine. W badaniach radioizotopowych wykazywat
on selektywnos¢ wobec szerokiego spektrum receptorow (serotoninowych, muskarynowych

i dopaminowych).

Powstanie serii pochodnych (4,5-dihydroimidazol-2-ilo)bifenyloaminy (analogi
zwigzku 155) réwniez zostato zainicjowane badaniami HTS biblioteki zwigzkéw koncernu
farmaceutycznego Pfizer. Ligandy tej nowej klasy agonistow 5-HT;R wykazywaty
jednoczesne powinowactwo do receptoréw adrenergicznych o4 i oy, co w badaniach in vitro
po dozylnym podaniu u szczuréw byto przyczyng wystapienia nadcignienia.'?? Zastosowane
w tej serii podstawniki w pozycji meta wolnego pierscienia fenylowego powodowaty
obnizenie powinowactwa do 5-HT;R, natomiast zastgpienie tego pierscienia grupg

tiofenylowg przyczyniato sie do wzrostu powinowactwa do receptora a,-adrenergicznego.

Pochodne aminoetylobifenylu (156) pod wzgledem budowy chemicznej to fleksyjne
analogi ligandéw z grupy 2-aminotetralin (rozdz. 2.3.5). Ligandy tej krétkiej serii wykazujg
selektywnos¢ wzgledem 5-HT 4R oraz zréznicowanie profilu funkcjonalnego: zwigzek 156

jest cze$ciowym agonistg, natomiast 157 — antagonistg 5-HT;R.'?®

Nowe pochodne chinoliny (analogi 158) zostaty opatentowane przez firme Pfizer jako
agonisci lub czesciowi agonisci 5-HT;R o potencjalnym zastosowaniu w leczeniu zaburzen

OUN i regulacji rytméw okotodobowych.'?

W badaniach receptorowych (40 zwigzkow)
wykazywaty szeroki zakres wartosci powinowactwa K; (3,5-5000 nM), jednakze konkretng
warto$¢ powinowactwa ujawniono tylko dla jednego liganda (158). Ponadto, przedstawiono
wyniki testow farmakologicznych potwierdzajagce witasnosci antydepresyjne zwigzkow,
bedacych przedmiotem tego patentu. Nie zostalty opisane dane dotyczgce selektywnosci

prezentowanych zwigzkow. '
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Rysunek 16. Zwigzki o zréznicowanej strukturze. 17, 119-124
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2.4. Hipotezy farmakoforowe 5-HT;R

Miedzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowanej (IUPAC — International Union of
Pure and Applied Chemistry) podaje oficjalng definicje farmakoforu jako zbiér sterycznych
i elektronowych cech, ktore sg niezbedne do zapewnienia optymalnych supramolekularnych
oddzialywan ze specyficznym celem biologicznym dla wywotania badz zablokowania jego
odpowiedzi biologicznej.'® Wielu autoréw upraszcza jednak te definicje, okreslajac
farmakofor jako model relacji przestrzennej miedzy elementami wspdolnymi dla wszystkich
aktywnych ligandow danego receptora. Te ,elementy wspdlne”, tzw. ugrupowania
farmakoforowe, to np.: dodatnio lub ujemnie natadowane grupy, donory i akceptory wigzan

wodorowych, pierscienie aromatyczne i fragmenty hydrofobowe.

Tworzenie farmakoforu moze by¢ poczatkowym etapem projektowania substanciji
biologicznie czynnych (potencjalnie lekéw), w ktérym wykorzystywane sg informacje tylko
o ligandach (tzw. ligand-based approach) lub tez dodatkowo o strukturze miejsca wigzacego
receptora (tzw. stucture-based approach). W optymalnej sytuacji uzywa sie do tego celu
bezposrednich danych eksperymentalnych (ij. krystalograficznej struktury docelowego biatka
lub jego kompleksu z ligandem), najczesciej jednak sg to teoretyczne, czyli wygenerowane
komputerowo modele receptora lub przynajmniej jego domeny wigzacej.'*

Pierwszy model farmakoforowy receptora 5-HT; zostat opublikowany w 2000 r. przez

Lopez-Rodriguez i wsp.""

W wyniku analizy serii 30 zwigzkéw wybranych z literatury
(selektywnych i nieselektywnych antagonistéw), m.in.: 17 (2-Br-LSD), 22 (metysergid), 26
(mesulergina), 27 (metergolina), 29 (klozapina), 35 (metiotepina), 37 (cyproheptadyna), 33
(mianseryna), 61 (spiperon), 58 (ritanseryna), 62, 63 (SB-258719), 65 (SB-258741), 90-91,
93-96 (DR-4004) zdefiniowano przestrzenne rozmieszczenie elementéw strukturalnych
waznych dla dziatania antagonistycznego wzgledem receptora 5-HT;. Byly to: zasadowy
atom azotu (Pl), pierscien aromatyczny (AR), akceptor wigzania wodorowego (HBA) i region
hydrofobowy (HYD) (rys. 18 A)."°" Wspétczynnik korelacji pomiedzy przewidzianym

i wyznaczonym powinowactwem (pK;) wynosit r* = 0,921.

Efektem dalszej optymalizaciji tej hipotezy, w oparciu o serie 38 zwigzkdéw poszerzong
o nowych antagonistow 5-HT;R [m.in. zwigzki 48-50 i 64 (SB-269970)], bylo otrzymanie
piecioelementowego modelu, charakteryzujagcego sie rownie dobrg przewidywalnoscig
powinowactwa (r* = 0,912).%* Nowy farmakofor definiowat relacje przestrzenne pomiedzy
ugrupowaniami odpowiadajgcymi PIl, HBA i trzem regionom HYD, przy czym zaden z tych
ostatnich nie pokrywat sie z poprzednia domeng A. Zostat on wykorzystany do

zaprojektowania i zsyntetyzowania nowych pochodnych naftolaktamu i naftosultamu (m.in.
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zwigzki 100, 101) i w opinii autorow otrzymane rezultaty (warto$ci powinowactwa pK;

w zakresie od 7,2 do ponizej 5) potwierdzaty jego skutecznosé.

Pierwszg probe objasnienia specyfiki oddziatywan agonistéw z 5-HT7R podjat Wilcox
i wsp., przeprowadzajac analize 3D QSAR (Three Dimentional Quantitative Structure-Activity
Relationships) metodg CoMFA (Comparative Molecular Field Analysis).'” Uzyto dwdch
standardowych typow pél: sterycznego i elektrostatycznego, a jako struktur szablonowych —
usztywniong strukture (R)-lisurydu i najnizej energetyczng konformacje fleksyjnej
5-metoksytryptaminy. Rezultaty badan, przedstawione na mapach konturowych, pokazaty
wystepowanie sterycznie uprzywilejowanych obszaréw oraz usytuowanie regionu
faworyzujgcego tadunek dodatni, znajdujacy sie w poblizu pierscieni fragmentu indolowego.
Ponadto, uzywajac tych samych struktur modelowych, wykonano dodatkowo analize
CoMSIA (Comparative Molecular Similarity Index Analysis), w ktérej okreslono, oprocz
rozktadu pol sterycznych i elektrostatycznych, udziat witasnosci hydrofobowych oraz
donorowo-akceptorowych  wigzania  wodorowego. Mapy konturowe  koncowego

szesciokomponentowego modelu (g° = 0,856) przedstawiono na rysunku ponize;.

Rysunek 17. Mapy konturowe CoMSIA. A: Miejsca o wiasnosciach akceptorowych: preferowane —
purpurowy; niepreferowane — czerwony (60:40); B: donorowych: preferowane - turkusowy;
niepreferowane — fioletowy (60:40); C: elektrostatycznych: preferowane — niebieski; niepreferowane —
czerwony (60:40); D: sterycznych: preferowane — zielony; niepreferowane — Zzéity (60:40);
E: hydrofobowych: preferowane — pomaranczowy; niepreferowane — biaty (60:40).127

Testowana seria 17 zwigzkow zawierata jednoczesnie agonistéw i antagonistow, tak
wiec mimo poczatkowych intencji autoréw, otrzymane przez nich rezultaty odnoszg sie

gtdownie do wymogow receptora 5-HT7 niezbednych do osiggniecia wysokiego powinowactwa
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i raczej nie mozna ich definiowaé jako warunkéw do uzyskania specyficznej aktywnosci

funkcjonalnej.

Kolejny model, opracowany przez Vermeulena i wsp., bazowat na 20 agonistach
5-HT;R, nalezacych do réznych klas chemicznych: indoloalkiloamin, arylopiperazyn,
2-aminotetralin, jak np. zwiazki: 52 (AS-19) i 155."® Procedury zastosowanego programu
Apollo (Automated Pharmacophore Location through Ligand Overlap) umozliwity, zamiast
bezposredniego dopasowywania odpowiednich grup funkcyjnych zwigzkéw, nakftadanie
punktéw symulujgcych miejsca oddziatywania z odpowiednimi resztami aminokwasowymi
w kieszeni wigzacej receptora.’”® Tak wiec, zdefiniowano odlegtosci miedzy grupami
farmakoforowymi: tj. regionem PI, domeng HBA i dwiema domenami HYD (reprezentujgcymi
aromatyczne pierscienie) (rys. 18 C) i przeprowadzono standardowg analize CoMFA,
a wygenerowane pola mapowano na miejsce wigzace agonistéw w modelu 5-HT;R. W ten
sposob danym grupom farmakoforowym przypisano aminokwasy: Asp3.32 (ulokowany na
trzeciej transmembranowej helisie — TMH3) odpowiadat Pl, Thr5.43 (TMH5) — HBA, a grupa

aromatycznych reszt aminokwasowych z TMH6 - regionowi HYD.

Ostatnie badania, z wykorzystaniem linii komérkowych z ekspresjg ludzkich 5-HT,R
wykazujgcych aktywnos¢ konstytucyjng wskazujg, ze niektére z ligandow, poczatkowo
rozpoznanych jako antagoniéci 5-HT-R, wykazujg cechy tzw. odwrotnych agonistow.>'- 139 131
Dlatego tez Vermeulen i wsp. opracowang wczesniej strategie wykorzystali do otrzymania
nowego modelu farmakoforowego (rys. 18 D) opartego wytacznie na zwigzkach, u ktérych
wykryto ten typ aktywnosci wewnetrznej, tj. metiotepinie (35), SB-269970 (64), SB-258741

(65) oraz potaczeniach 50, 68-70, 110.%°

Nowy farmakofor dla odwrotnych agonistéw wykazywat podobienstwo do modelu
Lopez-Rodriguez® (z wyjatkiem posiadania dodatkowej domeny HYD4 pochodzacej od
aromatycznego podstawnika grupy sulfonamidowej) oraz do wczesniejszego modelu dla
agonistéw, roznigc sie tylko obecnoscig dwoch domen HYD2 i HYD3. Natozenie map
konturowych, otrzymanych w analizie COMFA, wskazato te same aminokwasy co poprzednio
W miejscu wigzgcym agonistéw, natomiast dodatkowym regionom HYD2 i HYD3 przypisano

oddziatywania z fahcuchami bocznymi lle3.29, Phe7.38 i Leu7.39.

Wykorzystujgc pakiet oprogramowania Catalyst, Rault i wsp. opracowali model
farmakoforowy z myslg o projektowaniu nowych, selektywnych antagonistow 5-HT;R. Zostat
on oparty na strukturze 5 znanych ligandéw: SB-258719 (63), SB-258741 (65), DR-4004
(96), DR-4446 (99) i zwiazku 48.""" Analizujac zdefiniowane domeny modelu, mozna
zauwazyé analogie do obu zaproponowanych przez Lopez-Rodriguez i wsp.'®"®* hipotez

(rys. 18 A i B) oraz duze podobienstwo do modelu odwrotnych agonistow Vermeulena
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(rys. 18 D).® Farmakofor Rault i wsp. zostat z powodzeniem wykorzystany do projektowania
nowych antagonistéw 5-HT;R (np. 119), a takze w badaniach selektywnosci wzgledem
5-HTAR."® Wykazano, ze nieselektywny ligand 5-HT;R/5-HTaR 119 dobrze dopasowuje sie
do obu modeli, adoptujac jednak rézne konformacje: zgietg (5-HT;R) i rozciggnietg
(5-HT14R).'%8

Wyniki otrzymane przez Rault i wsp. byly zgodne z opublikowanymi wcze$niej
rezultatami pierwszych prac realizowanych w Zaktadzie Chemii Lekéw IF PAN nad
poszukiwaniem nowych ligandéw 5-HT;R.® Kontynuujac ten temat, prowadzone w ZChL
badania zostaty rozszerzone o analize bezposrednich oddziatywan szerokiej grupy ligandéw
z modelem receptora 5-HT-. Byty one reprezentantami szesciu klas antagonistéw, tj. ergoliny
[18 (2-Br-LSD), 23 (ergotamina), 27 (metergolina), 28 (amesergid)], aporfiny (44-47),
trojcyklicznych zwigzkow psychotropowych [29 (klozapina), 33 (mianseryna),
39 (amitryptylina), 43 (maprotylina)], LCAP/LCBC [84, 85 (SB-691673), 92, 96 (DR-4004),
98 (DR-4365), 99 (DR-4446), 106] arylosulfonamidoalkiloaminy [63 (SB-258719), 64
(SB-269970), 65 (SB-258741), 66 SB-656104), 67], diaminopirydyny, diaminotriazyny
i aminotetraliny (54, 123, 124, 128—-131).%° Wszystkie wybrane ligandy zostaty automatycznie
zadokowane do populacji konformacyjnej receptora, a najlepsze kompleksy ligand-receptor
dostarczyty informacji na temat sposobu wigzania poszczegdlnych klas ligandéw oraz
stanowity baze dla dwoch nowych hipotez farmakoforowych. Otrzymane rezultaty pokazaty,
ze pochodne ergoliny, aporfiny i trojcyklicznych zwigzkéw psychotropowych zawsze
dokowaty sie w kieszeni receptora utworzonej przez helisy transmembranowe (TMH) 4-6,
gdzie — oprocz gtbwnego wigzania jonowego z Asp3.32 — obserwowano specyficzne
oddziatywania z Phe6.52, Phe6.51, Trp6.48 i Ser5.42. Ligandy z fragmentem
arylopiperydynowym, arylopiperazynowym lub B-karbolinowym zajmowaty te samg kieszen,
podczas gdy terminalna cze$¢ amidowal/imidowa tych zwigzkéw siegata do drugiej,
uformowanej przez TMH7-3 (tj. helisy 7, 2 i 3) kieszeni i oddziatywata z Phe3.28, Arg7.36
i Tyr7.43. Podobng orientacje czasteczek zaobserwowano dla selektywnych antagonistow
z grupg arylosulfonamidoalkiloaminowa, tj. czes¢ sulfonamidowa zostalta ulokowana
w drugiej kieszeni (TMH7-3).

Jak wspomniano, w oparciu o wyniki dokowania wygenerowano dwa farmakofory:
pierwszy — okre$lajgcy najistotniejsze cechy strukturalne konieczne dla wysokiego
powinowactwa do 5-HT-R i drugi — definiujacy selektywno$é wobec tego podtypu receptora
(rys. 18 F, G).

Hipoteza powinowactwa definiowata sze$s¢ elementéw farmakoforowych
w strukturze liganda, tj. protonowany atom azotu (positive ion — Pl), trzy regiony

hydrofobowe/aromatyczne (HYD/AR1-3) i dwa akceptory wigzan wodorowych (HBA 1,2).
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2.4, Hipotezy farmakoforowe 5-HT7R

HYD/AR2

HYD/AR3

E F G

Rysunek 18. Schematyczne przedstawienie modeli farmakoforowych 5-HT;R (odlegtosci pomiedzy
cechami podano w angstremach); A i B — dla antagonistéw (Lopez-Rodriguez i wsp.),**'*' C — dla
agonistow (Vermeulen i wsp.),'® D — dla selektywnych antagonistéw (Rault i wsp.),'"” E — dla
odwrotnych agonistéw (Vermeulen i wsp.),65 F — hipoteza ,powinowactwo” i G — hipoteza

,selektywno$é” dla antagonistow (Kotaczkowski i wsp.).%
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2. Czesc teoretyczna

Odpowiednie utozenie przestrzenne co najmniej trzech z tych cech to warunek
konieczny dla uzyskania powinowactwa do 5-HT;R. Dwa elementy muszg mieC Scisle
okreslong nature, tj. Pl (jon dodatni) i jeden z uktadéw aromatycznych (AR), natomiast trzeci
to albo akceptor wigzan wodorowych (HBA), wzglednie inny uktad hydrofobowy/aromatyczny
(HBA/AR). Kazdy z wymienionych fragmentéw farmakoforowych powinien oddziatywac
z odpowiadajgcym mu elementem receptora: Pl poprzez mostek solny z Asp3.32, AR1
wigzaniem typu CH-11 lub -1 Z Phe3.28 i/lub typu jon-11 z Arg7.36, AR2 i AR3 z Phe6.52
i Phe6.51, HBA1 i HBA2 wigzaniem wodorowym z odpowiednio Tyr7.43 i Ser5.42, natomiast

HYD4 i HYD5 z niespecyficznymi regionami hydrofobowymi w strukturze liganda.

Hipoteza selektywnosci zostata oparta na analizie wynikdw dokowania selektywnych
ligandéw i definiuje 3 elementy farmakoforowe. Dwa z nich sg wspdlne dla wszystkich
selektywnych antagonistow, tj. kation — PI i pierscien aromatyczny AR1, ktory tworzy silne
specyficzne oddziatywania z aminokwasami kieszeni receptora pomiedzy helisami 7-3
(kieszen 1l, szczegolnie Phe3.28 i Arg7.36). Trzecim elementem farmakoforowym
niezbednym dla selektywnosci moze by¢ HBA1 — akceptor wigzania wodorowego potozony
w sasiedztwie Tyr7.43 lub uktad hydrofobowy alifatyczny lub aromatyczny — HYD/ARZ2,
penetrujacy kieszeh pomiedzy helisami 3-6 (kieszen 1), ale jego oddzialywania nie mogg
zdominowac¢ oddziatywan uktadu AR1. Podsumowujac, model ten podkresla kluczowa role
geometrii fragmentu aromatycznego (AR1) oraz akceptora wigzania wodorowego (HBA1),
oddziatujagcych z tancuchami bocznymi aminokwasow kieszeni TMH7-3, a szczegdlnie
Arg7.36 dla uzyskania selektywnos$ci wzgledem innych receptorbw monoaminowych
nalezagcych do GPCR. Odtworzony model selektywnoséci zostat zweryfikowany w oparciu

o wyniki dla nowych pochodnych arylosulfonamidowych w rozdziale 3.4.2.
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3. BADANIA WELASNE

3.1. Pochodne pirolidyny

3.1.1. Wstep

W wyniku badan prowadzonych w ZChL nad ligandami nalezacymi do klasy LCAP,
sformutowana zostata hipoteza okres$lajagca liniowo rozciagnieta konformacje jako
odpowiadajaca bioaktywnej dla ligandéw 5-HTaR.””'*? Dodatkowe badania aktywnosci
wewnetrznej zwigzkéw pozwolity na jej uszczegotowienie poprzez zdefiniowanie elementow
strukturalnych determinujacych blokade lub pobudzenie receptora 5-HT;sR.° Na ich
podstawie mozna byto zaobserwowac, ze aktywnos$¢ antagonistyczng wykazujg najczesciej
zwigzki, ktére oprécz liniowej geometrii, posiadajg podstawnik metoksylowy w potozeniu orto
pierscienia fenylowego arylopiperazyny. Natomiast w grupie agonistow tolerowany jest
zarowno brak podstawnikow, jak i inne rodzaje grup funkcyjnych oraz miejsca ich

podstawienia w obrebie tego pierscienia.’

Wsréd pochodnych uzytych do weryfikacji tej hipotezy'® znalazly sie zsyntezowane
przeze mnie zwigzki, ktére mozna bylo wykorzystaé w réwnolegtych badaniach SAR do
5-HT;R i selektywnosci oddziatywan 5-HT,4R/5-HT-R.

Wyniki, tzw. testow przesiewowych bazy zwigzkéw ZChL w kierunku powinowactwa
do 5-HT;R, a nastepnie modyfikacje tacznika alkilowego w LCAP® wykazaly, ze o ile
konformacje liniowe nalezg do rozpoznawanych jako bioaktywne dla 5-HT 4R, to w kieszeni

wiazacej 5-HT,R preferowane powinny by¢ konformacje zgiete ligandow.

W celu potwierdzenia uniwersalnosci tego zatozenia zbadano szereg par zwigzkéw
(fleksyjny — usztywniony), bedacych analogami otrzymanych wczesniej ligandéw: MM-77
i MP349 oraz NAN-190 i MP-245 (rys. 2, str. 14). Seria 16 pochodnych zawierata potaczenia,
w ktorych zastosowano 4 rozne uktady arylopiperazyny: fenylopiperazyne (PhP), orto-
metoksy-fenylopiperazyne  (0-OMe-PhP), meta-chloro-fenylopiperazyne (m-CI-PhP)
i meta-trifluorometylo-fenylopiperazyne (m-CF;-PhP). Dodatkowo usunieto jednag grupe
karbonylowg z terminalnego fragmentu amidowego, co pozwolito przeanalizowaé réwniez

wptyw tej modyfikacji na obserwowane powinowactwo do obu typéw receptorow.
3.1.2. Synteza

Wszystkie metody wykorzystane do otrzymywania docelowych pochodnych pirolidyny
przedstawiono na schematach 1 i 2. Wyjsciowe 4-(4-arylopiperazyn-1-ylo)butyloaminy
otrzymano w oparciu o procedury opisane przez Glennona i wsp.,® natomiast ich sztywne

analogi — 4-(4-arylopiperazyn-1-ylo)cykloheksyloaminy otrzymano wedtug metody
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3. Badania wtasne

opracowanej w naszym laboratorium (schemat 1).%'*? Pierwszym etapem w syntezie
zwigzkoéw o usztywnionej liniowo strukturze bylo uzyskanie kluczowych amin wyjsciowych
159. Ketony 158 otrzymano na drodze kondensacji benzotriazolu, aminy (odpowiedniej
pochodnej fenylopiperazyny) i ketalu monoetylenowego 1,4-cykloheksanodionu, a nastepnie
redukcji otrzymanego adduktu i hydrolizy ugrupowania ketalowego. Uzyskane w ten sposob
ketony 158, w wyniku reakcji z hydroksyloaming tworzyly oksymy, ktére bezposrednio
redukowano metalicznym sodem w butanolu do docelowych amin. W przypadku pochodnych
1-(3-trifluorometylofenylo)piperazyny, ze wzgledu na niskg wydajno$¢ reakcji redukcji przy
pomocy sodu, zastosowano inng metode, w ktorej jako reduktor postuzyt gazowy wodor pod

cisnieniem 2 atm. w obecnosci katalizatora Adamsa w srodowisku kwasnym (schemat 1).
@ @,
g @ *

Schemat 1. (a): benzen, temp. wrzenia, 2h; (b): NaBH,, THF, temp. wrzenia, 3h; (c): HCI, H,0,
aceton, 20°C, 16h; (d): NH,OH-HCI, Na,CO,, MeOH, 20°C, 5h; (e): Na, n-BuOH, temp. wrzenia, 6h
lub H,/PtO,, MeOH, CH,COOH (lod.), 2 atm., 50°C, 16h.

Pieciocztonowe laktamy 161-168 otrzymano w dwuetapowym procesie; najpierw
prowadzono reakcje chlorkdw kwasu 4-chloromastowego z odpowiednimi aminami,
a nastepnie powstate amidy poddano cyklizacji redukcyjnej, uzywajac NaH w suchym
THF.™

Synteze serii zwigzkéw 169-176 rozpoczeto od reakcji bezwodnika ftalimidowego
z odpowiednimi aminami (160) we wrzacym ksylenie. Nastepnie jedng z grup karbonylowych
w otrzymanych pochodnych ftalimidowych redukowano za pomoca pytu cynkowego
w lodowatym kwasie octowym w oparciu o metode opisang przez Brewstera i wsp.'
Strukture zsyntetyzowanych zwigzkéw potwierdzono na podstawie widm 'H NMR; ponadto

dla soli docelowych zwigzkéw koncowych wykonano analize elementarna.

161 - 168 160 169 - 176

Schemat 2. (a): CI(CH;);COCI, CHCI3/20%K,CO3, temp. pokojowa, 3h; (b): NaH, THF, temp. wrzenia,
6h; (c): bezwodnik ftalowy, ksylen, temp. wrzenia, 5h; (d) Zn, AcOH, temp. wrzenia, 1h.

48



3.1. Pochodne pirolidyny

3.1.3. Badania powinowactwa in vitro

Dla otrzymanych zwigzkéw okreslono powinowactwo do serotoninowych receptoréw
5-HT,, i 5-HT, (tab. 2). Wartosci statych K; do wybranych receptoréw wyznaczono w oparciu
o standardowe metody wypierania przez badany zwigzek specyficznego radioliganda:

[’H]-OH-DPAT (5-HT:s) oraz [H]-5-CT (5-HT;) z homogenatu tkankowego szczura

(hipokampu lub podwzgodrza). Wartosci K, wyliczono jako $rednig z trzech niezaleznych

eksperymentow, stosujgc stezenia badanej substancji w zakresie 10"°~10"° m. Wspodtczynnik

selektywnosci wigzania wyliczono z réwnania: S;,, = K{(5-HT,)/K(5-HT,,).

3.1.4. Dyskusja wynikow

Otrzymane zwigzki, zaréwno fleksyjne jak i ich sztywne odpowiedniki, posiadaty
wysokie powinowactwo do 5-HT R (0,7-74 nM). Ciekawe, ze zastgpienie fleksyjnego
tancucha tetrametylenowego sztywnym uktadem cykloheksylowym powodowato kilku- do
kilkunastokrotne obnizenie aktywnosci tylko u obu wyjsciowych par (7/11 i 8/12) oraz
analogéw 171/172. We wszystkich pozostatych przypadkach wyzsze powinowactwo do

5-HT1aR zostato wyznaczone dla pochodnych usztywnionych.

Poréwnanie wartosci statych wigzania K; pochodnych o-OMe-PhP daje mozliwos¢
przesledzenia wptywu redukcji jednej grupy karbonylowej. Generalnie, z wyjatkiem zwigzku
164, posiadajgcego wyzszg aktywnos$é od swojego analogu MP-349 (11), modyfikacja ta

prowadzita do obnizenia powinowactwa do 5-HTaR.

Analizujgc  znaczenie podstawienia w  pierscieniu  fenylowym fragmentu
arylopiperazynowego dla powinowactwa do 5-HT,4R, mozna zauwazyé, ze pochodne PhP
posiadajg wyzsze wartosci K; (czyli cechujg sie nizszg aktywnoscig) od potaczen
zawierajgcych podstawniki w uktadzie arylowym. Przy czym dla fancuchowych pochodnych
brak jest wyraznej preferencji wsréd zastosowanych podstawionych uktadéw arylowych.
Natomiast w przypadku analogéw usztywnionych, ten korzystny wptyw jest bardziej widoczny
dla zwigzkéw posiadajgcych podstawniki w potozeniu meta pierscienia fenylowego,

a potgczenia 166, 168, 174 i 176 sg najaktywniejszymi z otrzymanych ligandéw 5-HT,AR.

W odniesieniu do 5-HT;R, niestety tylko wyjsciowe pochodne tancuchowe 7 (MM-77),
8 (NAN-190) charakteryzowata znamienna aktywnos$¢; redukcja grupy karbonylowej
powodowata znaczgce obnizenie powinowactwa (K;od 380 do 650 nM) zwigzkéw: 163, 165,
167, 171, 173 i 175, a pochodne PhP byly nieaktywne. Dodatkowo, usztywnienie tancucha

doprowadzito do catkowitej utraty powinowactwa do 5-HT;R pozostatych pochodnych.
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3. Badania wtasne

Tabela 2. Struktura, powinowactwo i selektywno$¢ 5-HT;R/5-HTaR otrzymanych fleksyjnych
(struktura A) i usztywnionych (B) pochodnych pirolidyny.

R R
YN A A e,
/ __/
B

A

Zwigzek Struktura
7 (MM-77) A 0-OCHj, ] 6,4 90 14
—N
11 (MP-349) B 0-OCHj, ;j 15 11500 767
8 (NAN-190) A 0-OCHj, ] 0,55 87 158
—N
12 (MP-245) B 0-OCH3 ¢ 8 2045 256
161 (RB-91) A H 74 10000 135
162 (RB-106) B H 36 >10000 277
163 (RB-61) A 0-OCH3 22 420 19
164 (RB-99) B 0-OCHj, t}j 4 >10000 >2500
—N

165 (RB-63) A m-Cl 26 500 19
166 (RB-114) B m-Cl 0,7 >10000 >14285
167 (RB-97) A m-CF; 16 380 23.7
168 (RB-101) B m-CF; 1,9 >10000 5263
169 (RB-94) A H 72 7200 100
170 (RB-104) B H 30 >10000 >333
171 (RB-82) A 0-OCHj, 11 600 54
172 (RB-95) B 0-OCH3 ? 28 1600 57
173 (RB-89) A m-Cl _N&O 27 540 20
174 (RB-111) B m-Cl 6,7 >10000 >1492
175 (RB-92) A m-CF; 13 650 50
176 (RB-102) B m-CF; 44 >10000 >2272
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3.1. Pochodne pirolidyny

3.1.5. Whnioski

Otrzymane wyniki potwierdzity preferencje liniowo rozciagnietej (odpowiadajgcej
bioaktywnej) konformacji LCAP przez 5-HT,4R w stosunku do 5-HT;R, co odzwierciedlajg
wyznaczone dla tego typu potaczeh wysokie wartoéci S;4a. Zatem, podczas projektowania
aktywnych ligandow 5-HTaR, pozbawionych powinowactwa do 5-HT;R, zastosowanie
modyfikacji strukturalnych zachowujgcych sztywnag, liniowg konformacje zwigzku powinno

zapewnic¢ pozadang selektywnosé.

Sugerowana preferencja przez 5-HT;R konformacji zgietych zostata potwierdzona
negatywnymi wynikami otrzymanymi dla pochodnych cykloheksylowych, ktére Swiadczg
o braku tolerancji sztywnych struktur o liniowej geometrii w kieszeni wigzacej receptora.
Natomiast, obnizenie powinowactwa pochodnych tancuchowych, ktérych swoboda
konformacyjna nie ulegta zmianie w stosunku do wyjsciowych, bardziej aktywnych potaczen
dowodzi, ze w przypadku 5-HT7R, oprécz wymagan konformacyjnych — istotng role

odgrywajg specyficzne oddziatywania terminalnego fragmentu amidowego.

Czes¢ przedstawionych powyzej wynikow badan zostata opublikowana w pracy:
Structure-intrinsic activity relationship studies in the group of 1-imido/amido substituted
4-(4-arylpiperazin-1-yl)cyclohexane derivatives; new, potent 5-HT,s receptor agents with
anxiolytic-like activity. Bioorg. Med. Chem. 2006, 14(5), 1391-402."%
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3. Badania wiasne

3.2. Pochodne benzotriazolu

3.2.1. Wstep

W toku dalszych badan prowadzonych w ZChL, nad bioaktywng konformacjg
ligandow typu LCAP w 5-HT 4R, analizowano wptyw geometrii zwigzku na profil aktywno$ci
wewnetrznej. Jedng z grup badanych zwigzkéw stanowity pochodne podstawionego
w pozycji 1- oraz 2-benzotriazolu, w ktérych — w celu ograniczenia swobody konformacyjnej,
tancuch polimetylenowy (w tym wypadku tréjmetylenowy) zastgpiono ukladem
1,3-cykloheksanu. Powodowato to wymuszenie nieliniowej geometrii otrzymanych
stereoizomeréw cis i trans (rys. 19). Otrzymane wyniki badan powinowactwa (in vitro)
i aktywnosci wewnetrznej (in vivo) do 5-HT4R oraz przeprowadzona analiza konformacyjna
wykazaly, ze o ile w przypadku antagonistow receptor preferuje liniowo rozciggniete

konformacje LCAP, to aktywacje moga wywotywagé takze ligandy o konformacji zgietej.

Podobnie jak w poprzednio analizowanej serii pochodnych pirolidyny, badania
zsyntezowanych przeze mnie stereoizomerdow cis i trans o ,zamrozonej” strukturze zgietej
mozna bylo rozszerzy¢é o pomiary powinowactwa do 5-HT;R i wykorzystujgc wyniki analizy

konformacyjnej przedyskutowa¢ zalezno$ci struktura-aktywnos$é w odniesieniu do 5-HTR.

Rysunek 19. Nafozenie liniowo usztywnionej struktury 172 (struktura oznaczona kolorem zielonym)
z A: izomerami cis (179 i 182) oraz B: izomerami trans (180 i 183).

3.2.2. Synteza

Struktury zwigzkéw przedstawiono w tabeli 3, a metody syntezy na schemacie 3.
Zwigzek MP-3022 (178) i jego pochodna w konfiguracji cis MP-272 (179) zostaly

zsyntezowane we wczesniejszych badaniach prowadzonych w naszym Zakfadzie.'? '3

Natomiast pozostate potgczenia otrzymano w ramach poszukiwan bioaktywnej
konformagii ligandéw 5-HTaR,"® w ktérych badano fancuchowe pochodne: MP-30/1 (181),
MP-154/Il (184) i MP-154/1 (187) oraz ich odpowiednio ,usztywnione” analogi 180
(272-RB-3B), 182 (272-RB-1E), 183 (272-RB-1D), 185 (RB-117A), 186 (RB-117B), 188
(RB-117C), 189 (RB-117D).
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3.2. Pochodne benzotriazolu

W tym celu przeprowadzitem ponownie synteze 179 (MP-272) na podstawie metody
opisanej przez Katritzky’ego i wsp."’ Obecne w mieszaninie reakcyjnej: izomer cis (179)
i w mniejszych ilosciach trzy izomery: frans (180) dla 1-podstawionego oraz cis (182) i trans
(183) dla 2-podstawionego benzotriazolu wyizolowatem na drodze wieloetapowej
chromatografii. Analogiczny cigg reakcji przeprowadzitem dla pochodnych z fragmentem

5,6-dimetylobenzotriazolowym, otrzymujac zwigzki: 185, 186, 188, 189.

Benzotriazol i 5,6-dimetylobenzotriazol fatwo ulegaty 1,4-addycji do 2-cykloheksen-1-
onu, a powstate odpowiednie addukty 177 bezposrednio poddano reakcji z 1-(2-
metoksyfenylo)piperazyng. W wyniku redukcji otrzymanych produktow przejsciowych (nie
wyizolowanych) borowodorkiem sodu otrzymano docelowe produkty (schemat 3).
Z mieszaniny reakcyjnej wyizolowano izomery strukturalne cis i trans zarbwno z 1-, jak
i 2-podstawionym benzotriazolem Ilub 5,6-dimetylobenzotriazolem. Strukture wszystkich

nowych zwigzkéw potwierdzono w oparciu o widma 'H NMR i analize elementarng ich soli.

Rezultaty badan 'H NMR dla otrzymanych izomeréw strukturalnych, jak réwniez
wczesniej publikowane dane spektralne dla zwiazku 179,"*? pozwolity przypisaé konformacje
1e,3e do zwigzkow 179, 182, 185 i 188, a konformacje 1a,3e do 180, 183, 186
i 189.

O~ & ™ @QQ - GQQ@

L — R
177

R=H, CH, 179, 180, 182, 183, 185, 186, 188, 189

Schemat 3. (a): Et,0, temp. pokojowa, 6h; (b): Et,O, 1-(2-metoksyfenylo)piperazyna, 1H-benzotriazol,
temp. pokojowa, 6h lub MeOH, 1-(2-metoksyfenylo)piperazyna, 5,6-dimetylo-1H-benzotriazol, temp.
wrzenia, 6h; (c): dioksan, NaBH,, temp. wrzenia, 5h.

3.2.3. Badania powinowactwa in vitro
Dla wszystkich zwigzkéw, dla ktorych wczesniej okreslono powinowactwo do
5-HT,,R, wyznaczono wartosci statych K; do 5-HT,R w oparciu o metode wypierania przez

badany zwigzek specyficznego radioliganda — [3H]-5-CT z homogenatu komérek HEK 293 ze

stabilng ekspresjg ludzkiego receptora 5-HT7y). Wartosci K, wyliczono jako Srednig z trzech

niezaleznych eksperymentdw, stosujac stezenia badanej substancji w zakresie 10™-10" m.
Selektywnos¢ do badanych receptoréw obliczono wedlug nastepujgcego réwnania:
S, 44 = K(5-HT,)/K(5-HT, ). Dane zestawiono w tabeli 3.
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3. Badania wiasne

Tabela 3. Struktura, powinowactwo i selektywnos¢ 5-HT;R/5-HT 4R fleksyjnych i usztywnionych
pochodnych benzotriazolu.

N H,C N H.C
O - T 0
~,/ H.C \N/

/Z\

Zwigzek

178 (MP-3022) H H | 15 120 8

179 (MP-272) —(CHy)s— cis | 11 206 18,7
180 (272-RB-3B) —(CH,)s— trans | 250 510 2

181 (MP-30/1) H H Il 24 225 9,4
182 (272-RB-1E) —(CHy)s— cisll 23 418 18,2
183 (272-RB-1D) —(CHy)s— trans |l 136 354 2,6
184 (MP-154/11) H H I 11 103 9,4
185 (RB-117A) —(CHy)s— cis Il 5 739 148
186 (RB-117B) —(CHy)s— trans Il 290 1428 4,9
187 (MP-154/1) H H v 65 167 2,6
188 (RB-117C) —(CH,)s— cis IV 240 900 3,7
189 (RB-117D) —(CHz)s— trans IV 850 377 0,44

3.2.4. Analiza konformacyjna i dyskusja wynikéw

Jak juz wspomniano na wstepie, zastosowanie 1,3-dipodstawionego pierscienia
cykloheksanowego jako tgcznika terminalnych fragmentéw czgsteczki, wymusito nieliniowg
geometrie pochodnych benzotriazolowych. Poréwnanie otrzymanych w analizie
konformacyjnej katow torsyjnych 11 i T, wskazalo, ze fragmenty amidowe badanych
stereoizomerow zajmujg rozne regiony, przy czym ukfad 1-benzotriazolu moze eksplorowac
znacznie szerszg przestrzen konformacyjng niz podstawiony symetrycznie przy atomie N2
(rys. 20).

Wysokie wartosci powinowactwa do 5-HT4R, ktére wyznaczono dla pochodnych
tancuchowych (178, 181, 184), izomeréw cis 1- i 2- benzotriazolu (179, 182) oraz dla
pochodnej 5,6-dimetylobenzotriazolu podstawionego w pozycji 1 (185) dowiodty, ze

w miejscu wigzacym 5-HT1aR moga by¢ tolerowane takze ligandy o geometrii nieliniowe;.
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3.2. Pochodne benzotriazolu

Wprowadzenie do pierscienia benzotriazolu dwoch grup metylowych powodowato
obnizenie powinowactwa tylko dla pochodnych 2-benzotriazolu 188 i 189. Jest to
prawdopodobnie skutkiem zaréwno negatywnych oddziatywan sterycznych grup metylowych,
a takze ograniczeniem mozliwosci dopasowania podstawnika 2-benzotriazolowego

w kieszeni 5-HT AR, co wynika z jego stosunkowo waskiej przestrzeni konformacyjne;j.

Z kolei zdecydowanie nizsze powinowactwo zaobserwowane dla wszystkich
izomerdw trans sugeruje, ze tego typu zgieta konformacja nie jest optymalnie akomodowana

przez receptor 5-HT .

AE [kcal/mol] AE [kcal/mol]
22.8 2.8

0 180 360
stopnie

185 (RB-117A) 188 (RB-117C)

AE [kecal/mol] AE [kcal/mol]
1757 3.1
878 1.6
0 \_ gl % | 0 \ o
0 180 360 0 180 360
stopnie stopnie

186 (RB-117B)

Rysunek 20. Natozenie konformeréw 185, 186, 188 i 189 w lokalnych minimach energetycznych
ilustrujagce, m.in. rézne obszary, kiére moga by¢ zajmowane przez terminalne podstawniki
benzotriazolowe (a w szczegodlnosci przez jego pierscien szescioczionowy). Analiza konformacyjna
wykonana z zastosowaniem programu Molecular Modeling Pro Plus wersja 6.0.3 (ChemSw Inc.).
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Podobnie jak w przypadku analizy powinowactwa do 5-HT 4R, zaleznosci struktura —
aktywnos¢ w stosunku do 5-HT;R, mozna przedyskutowaé, pordédwnujgc powinowactwo:
zwigzkéw tancuchowych w stosunku do ,usztywnionych” stereoizomeréw cis do trans,
analogéw 1- do 2-podstawionego benzotriazolu oraz oceni¢ wptyw podstawienia uktadu
benzotriazolowego dwoma grupami metylowymi. Ponadto warto takze wyniki powinowactwa
do 5-HT;R zwigzkow z tej serii zestawi¢ z aktywnoscig wykazywang do 5-HTqaR, jak tez
przeanalizowa¢ je w odniesieniu do przedstawionych w poprzednim rozdziale wynikdéw

aktywnosci in vitro pochodnych pirolidyny.

Generalnie w catej grupie pochodnych benzotriazolowych najwyzsze wartosci K
(103-225 nM) do 5-HT;R zostaty wyznaczone dla wyjsciowych pochodnych fancuchowych:
178, 181, 184 i 187. Wyniki te zatem, odzwierciedlajg taki sam poziom powinowactwa, jaki
charakteryzowat ligandy MM-77 i NAN-190 (7 i 8) z tetrametylenowym fancuchem, ktére byty
najaktywniejszymi z dotychczas testowanych ligandéw 5-HT7R i zostaly uzyte jako zwigzki

wzorcowe w badaniach pochodnych pirolidyny.

,Usztywnienie” tgcznika tréjmetylenowego spowodowato obnizenie powinowactwa
pozostatych pochodnych benzotriazolowych, a przedziat wartosci statych Ki wyznaczonych
dla wszystkich stereoizomeréw miescit sie granicach 206 — 1428 nM. Biorac jednak pod
uwage wyniki otrzymane wczesniej w grupie pochodnych pirolidyny, gdzie odpowiednie
tancuchowe pochodne o-MePhP (163 i 171) posiadaty powinowactwo 420 i 600 nM,
a usztywnienie liniowej geometrii zwiazku powodowato utrate powinowactwa
(Ki> 10000 nM), nalezy przyjac, ze hipoteza zgietej konformacji bioatywnej w 5-HT;R zostata

potwierdzona.

Analizujgc dalsze zaleznosci  struktura —aktywnos¢ do 5-HT;R  mozna
zaobserwowag, ze stereoizomery trans obu pochodnych 1-benzotriazolowych 180 i 186,
charakteryzuje okoto dwukrotne pogorszenie aktywnosci w stosunku do analogoéw cis,
a w przypadku 2-benzotriazolu stereocizomery 182 i 183 posiadajg praktycznie poréwnywalng
aktywnos¢ do 5-HT;R. Co ciekawe, zmiana konfiguracji cis (188) na trans (189) dla
pochodnych z uktadem 5,6-dimetylobenzotriazolu ponad dwukrotnie zwiekszyta wartosc

powinowactwa zwigzku 189 (K; = 377 nM).

Modyfikacje terminalnego fragmentu benzotriazolowego, poprzez podstawienie
dwoma grupami metylowymi powodowaty okoto trzykrotny spadek powinowactwa izomeréw
cis 185 i trans 186, co jest prawdopodobnie wywotane negatywnymi, sterycznymi

oddziatywaniami miedzy grupami metylowymi a kieszenig receptora 5-HT.

Z drugiej jednak strony, wspomniany juz izomer (189) wykazywat wyzsze

powinowactwo do 5-HT;R réwniez od analogu 186 (z ukladem 5,6-dimetylobenzotriazolu
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3.2. Pochodne benzotriazolu

podstawionym przy atomie N1), co sugeruje, ze w przypadku takiej konfiguracji podstawniki
metylowe mogg by¢ tolerowane i ich dalsze modyfikacje w pozycjach 5 i/lub 6 grupy

benzotriazolowej sg mozliwe.

3.2.5. Whnioski

Podsumowujgc wyniki tego etapu badan, mozna zauwazy¢, ze chociaz geometria
odwzorowana zgietg konformacjg stereocizomerdéw cis i trans jest lepiej tolerowana od
liniowej w kieszeni wigzacej 5-HT-R, nadal jednak odbiega od optymalnej. Niemniej jednak,
wartosci powinowactwa do 5-HT;R otrzymane dla serii pochodnych benzotriazolu swiadcza

0 poprawnosci przyjetego zatozenia.

Natomiast biorgc pod uwage takze rezultaty badan aktywnosci w poprzednio
analizowanej grupie pochodnych pirolidyny, nalezy stwierdzi¢, ze ,usztywnienie liniowe”
struktury zwigzku powoduje otrzymanie selektywnych ligandéw 5-HTaR, ktére
charakteryzujg si¢ wowczas najwiekszymi wspotczynnikami S, ..

Tak wiec ligandy o réznej geometrii wydajg sie by¢ uzytecznym narzedziem do
przewidywania i modelowania potencjalnych oddziatywan z miejscem wigzacym receptorow.

Badania wptywu zmian geometrii zwigzkéw na aktywnos¢ wewnetrzng do receptorow
5-HT, zostaly opublikowane w pracy: Conformational Restriction in Novel NAN-190 and

MP3022 Analogs and Their 5-HT(1A) Receptor Activity. Arch. Pharm. (Weinheim) 2006, 339,
498-506."%°
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3.3. Pochodne arylosulfonylopiperydyny

3.3.1. Wstep — zwigzki pilotowe

Dazac do uzyskania ligandéw o wysokim powinowactwie i selektywnosci do 5-HT+R,
zaprojektowatem pilotowg serie zwigzkéw o zréznicowanej strukturze chemicznej (191-7),
uwzgledniajgc dotychczas opublikowane rezultaty badan SAR nad selektywnymi ligandami
5-HT;R. Na rysunku 21 przedstawiono struktury zwigzkéw modelowych z wybranych

publikacji, a na rysunku 22 propozycje nowych potgczen 191-7.

W pierwszej kolejnosci w obrebie farmakoforowego uktadu arylopiperazyny zwigzku
8 (NAN-190), w miejsce podstawnika 1-(2-metoksyfenylo)-piperazynowego zastosowatem
grupe 3-piperazyn-1-ylobenzo[d]izoksazolowa (191-3), wskazang przez R. Perrone i wsp.,?

jako modyfikacje poprawiajacg selektywnos¢ 5-HT7/5-HT1a (rys. 22, zwigzki 4 i 87).

Z drugiej strony, terminalny fragment amidowy zamienitem na ugrupowanie
fenylosulfonamidowe, wprowadzajac je do struktur zwigzkow 192-7. Fragment ten wystepuje
w zwigzkach badanych w firmie SmithKlineBeecham, ktére charakteryzujg sie bardzo
wysokim powinowactwem i selektywnos$cig oddziatywania z receptorem 5-HT; w stosunku do

pozostatych podtypéw receptoréw serotoninowych (rys. 21, zwiazki 63 i 190)."*°

~ (CHz)sp - (CHz)s\n/Q
OCH, N(\N Q\,/ O

\) O OH N O OH
!

4, o~ 87,
K. (5-HT,,) = 5.5 M K (5-HT,,) = 189 nM
K. (5-HT,) = 5.8 nM K (5-HT,) = 2.9 nM

0, .0 o, 0

s s

74, 75,
K, (5-HT,,) = 35 nM K. (5-HT,,) = 210 nM
K, (5-HT,) = 8 nM K, (5-HT,) = 6 nM

(E:Hs 0\\ //o /\1j
/\/'\N/S

N
N ) CH, N | O
CH, 0=5
H,C H,C Y
63, SB-258719, 190,
K. (5-HT,,) > 7900 nM K, (5-HT,,) = 1585 M
K, (5-HT,) = 32 nM K. (5-HT,) = 15.8 nM

Rysunek 21. Struktury zwigzkéw modelowych dla pilotowej serii zwigzkow.

58



3.3. Pochodne arylosulfonylopiperydyny

Koncentrujgc sie na fgczniku alkilowym, w miejsce tahncucha n-butylowego
zastosowatem fragment 2-etylopiperydynowy (193-7), ktéry czesciowo usztywnia strukture
i moze przy zachowaniu czesciowej swobody konformacyjnej warunkowac preferencje
niskoenergetycznych konformaciji zgietych liganda. Zwigzek zawierajacy takie ugrupowanie
(190) byt badany w cytowanej wyzej pracy, jednak ze wzgledu na nieco wyzsze
powinowactwo do 5-HT;R pochodnej 190 =z tacznikiem 2-etyleno-1-pirolidylowym

zrezygnowano z syntezy jego kolejnych analogéw.'*°

Przeprowadzitem takze bardziej radykalne zmiany w uktadzie aminowym, polegajace
na pozbawieniu go aromatycznos$ci i rozerwaniu pierscienia piperazyny (194 i 195) lub

zastgpieniu uktadem catkowicie uwodornionej chinoliny (197) i izochinoliny (196).

Ostatnia modyfikacja wynikata z prac Raubo i wsp., ktérzy wykazali, ze zwigzki

z niearomatycznym fragmentem (4aS,8aS)-dekahydroizochinolinowym (75) cechuje wyzsza

selektywno$é do 5-HT-R niz ich analogi z tetrahydroizochinoling (THIQ) (74).%’

o—N
| N
o—N o
191 (RB-131) 192 (RB-156) 193 (RB-159)
K, (5-HT,,) = 24 nM K, (5-HT,,) = 299 nM K, (5-HT,,) = 104 nM
K, (5-HT,) = 128 nM K, (5-HT,) = 13 nM K, (5-HT,) =11 nM

....>

O)
)

=0
S/
N7\
o)

TR SR SNk

194 (RB-161) 195 (RB-162) 196 (RB-166) 197 (RB-167)
K. (5-HT,,) = >10000 nM K. (5-HT,,) = >10000 nM K. (5-HT,,) = 2966 nM K. (5-HT,,) = 10050 nM
K. (5-HT,) = >5000 nM K, (5-HT,) = >5000 nM K (5-HT,) = 44 nM K, (5-HT,) = 407 nM

Rysunek 22. Pilotowa seria zwigzkéw. Na niebiesko zaznaczono protonowane atomy azotu.
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3.3.2. Analiza dokowania zwigzkéw pilotowych do modelu receptora 5-HT;

Obecnie w chemii lekéw ugruntowang pozycje zajmuje modelowanie molekularne,
jako technika wspomagajgca chemika eksperymentatora w wyborze celéw syntetycznych.
Dysponujac opracowanym w ZChL wirtualnym modelem biatka 5-HT;R, wszystkie
zaprojektowane zwigzki pilotowe (191-7) zostaly automatycznie zadokowane do tego
receptora (szczegdty w rozdz. 4.2.2). Podstawowym oddziatywaniem, ktére zostato
potwierdzone eksperymentalnie, jest wigzanie jonowe pomiedzy atomem tlenu grupy
karboksylowej tancucha bocznego Asp3.32 a protonowanym atomem azotu czesci aminowej
liganda. Oddziatywanie to zostato zdefiniowane jako jedyny wiez farmakoforowy we
wszystkich dokowaniach. Analiza sekwencji aminokwaséw w miejscu wigzgcym wirtualnego
modelu receptora 5-HT; wskazuje, ze szczegdlne podobienstwo do innych receptorow
monoaminowych wystepuje gtdéwnie w obrebie kieszeni | (pomiedzy helisami 3-6), a réznice

dotycza gtéwnie kieszeni Il (pomiedzy helisami 7-3).%°

Zwigzki 191 i 192 z fleksyjnym tancuchem n-butylowym kotwiczyty sie w miejscu
wigzacym, w sposob analogiczny jaki wyznaczono wczesniej dla innych pochodnych LCAP,®°
przyjmujac tylko nieznacznie zgieta konformacje (rys. 23 B, C; str. 63). Czes¢ aminowa, {j.
fragment piperazynobenzizoksazolu, miescit sie w kieszeni |, oddziatujac z aminokwasami
helis 3 i 6. Znajdujacy sie po przeciwnej stronie czasteczki uktad ftalimidowy Iub
fenylosulfonamidowy penetrowat do kieszeni Il, przy czym karbonylowy atom tlenu w 191,
w przeciwienstwie do sulfonamidowego, byt w stanie utworzyé mocne wigzanie wodorowe
z Tyr7.43.

Czesciowe usztywnienie struktury pierscieniem 2-piperydyny wymuszajace bardziej
zgieta konformacje zwigzku 193 spowodowalo, ze przy zadokowanym w kieszeni |
fragmencie piperazynobenzizoksazolu, podstawnik fenylowy z grupy sulfonamidowej odgiat
sie rowniez w strone tej kieszeni, oddziatujgc z Phe6.51 (rys. 23 D). W rezultacie w
kompleksie z receptorem wiekszo$¢ specyficznych oddziatywan czagsteczki pochodzita od
aminokwasow zlokalizowanych w obrebie helis 3-6, przy czym sam uktad benzizoksazolu
tworzyt silne wigzanie wodorowe pomiedzy atomem tlenu a Ser5.42 oraz poprzez pierscien

aromatyczny oddziatywania typu CH-1T z Phe6.52.

W rozwigzaniach otrzymanych dla kolejnych pochodnych 194 i 195 czgsteczki
zwigzkow zostaty zadokowane takze w granicach kieszeni |, ale terminalne ugrupowanie
sulfonamidowe byto skierowane do prawej strony miejsca wigzacego, czyli odwrotnie niz
odpowiednie fragmenty imidu/sulfonamidu w pochodnych benzizoksazolowych (rys. 23 G,
H). W tym wypadku wigzanie wodorowe z Ser5.42 zostato utworzone przez tlen

sulfonamidowy, a jego podstawnik fenylowy oddziatywat z Phe6.52.
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Wyniki dokowania zwigzku 196 pokazaly, Zze jego czgsteczka jest zdecydowanie
przesunieta w strone kieszeni Il i w jej obrebie zachodzg gtéwne oddziatywania.
Sulfonamidowy atom tlenu znajdowat sie w poblizu Tyr7.43, a podstawnik fenylowy mogt
tworzy¢é oddziatywania typu -1 z Phe3.28, natomiast uktad perhydroizochinoliny byt
w sagsiedztwie Trp6.48 i Phe6.52 (rys. 23 E).

Pochodna perhydrochinoliny — zwigzek 197 — kotwiczyt sie blizej centralnej czesci
miejsca wigzacego receptora, zachowujac przy tym gtébwny kierunek potencjalnych
oddziatywan i atom tlenu z ugrupowania sulfonamidowego byt zwrécony w strone Tyr7.43
(rys. 23 F). Jednak jego pierscieh aromatyczny zostat odgiety w dét, w stosunku do pozycji
tego podstawnika znalezionej dla analogu 196, lokujgc sie pomiedzy aromatycznymi
pierscieniami Phe6.51 i Tyr7.43. Ponadto sama geometria uktadu perhydrochinoliny
powodowata jego odmienne utozenie w kieszeni wigzacej, umozliwiajgc jedynie nieliczne i

tylko niespecyficzne oddziatywania natury hydrofobowej.

Jak juz wspomniano w czesci teoretycznej (rozdz. 2.4, str. 46), w oparciu o wyniki
dokowan zréznicowanej grupy standardowych ligandow do wirtualnego modelu 5-HT/R
zostaly zdefiniowane dwa modele farmakoforowe: powinowactwa i selektywnosci. Analiza
sekwencji aminokwaséw w miejscu wigzacym 5-HT;R wskazywala, Zze szczegdlne
podobienstwo do innych receptorow monoaminowych wystepuje gtéwnie w obrebie kieszeni |
(pomiedzy helisami 3-6), a réznice dotycza gtéwnie kieszeni Il (pomiedzy helisami 7-3).%°
W obserwowanych kompleksach z receptorem dla grupy tzw. ligandéw wieloreceptorowych
dominowalty interakcje z aminokwasami kieszeni |, natomiast dla selektywnych antagonistow
5-HT;R gtéwne specyficzne oddziatywania zachodzity w kieszeni wigzacej Il (szczegdlnie
z Phe3.28, Arg7.36 i Tyr7.43; rys.23 A — cze$é niebieska).’® Znaczacy wplyw na
powinowactwo i/lub selektywnos¢ do receptora 5-HT7; miata geometria ukfadu terminalnego
amidu/imidu/sulfonamidu (wzajemne ufozenie przestrzenne pierécienia aromatycznego
i tlenu grupy karbonylowej/sulfonowej), ktéra determinowata odpowiednie dopasowanie sie
do wyzej wymienionych aminokwasdow. Optymalng geometrie, ktéra pozwalata na
rownoczesne oddziatywanie typu —1r z Phe3.28, jon—n z Arg7.36 oraz wigzanie wodorowe
z Tyr7.43, zidentyfikowano m.in. dla pochodnych arylosulfonamidoalkiloaminowych. Te
oddziatywania (wraz z mostkiem solnym do Asp3.32) uniezaleznialy ligandy od koniecznosci

interakcji z aminokwasami helis 3-6 (rys. 23 A — cze$¢ czerwona).®®

Analizujgc wyniki dokowania pilotowej serii zwigzkéw, w odniesieniu do
sformutowanych wczesniej, w oparciu 0 model 5-HT-R hipotez farmakoforowych, mozna byto
zatozy¢, ze pochodne benzizoksazolowe 191-3, kotwiczac sie w obrebie kieszeni |, majg
szanse wykazywac aktywnos¢ do 5-HT,R, ale bedg raczej ligandami nieselektywnymi (rys.

23 B-D). Z kolei, sposdb wigzania zidentyfikowany dla zwigzku 196 — analogiczny do
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opisanego wczesniej dla wysokoaktywnych ligandéw arylosulfonamidoalkiloaminowych, mogt
wskazywaé zaréwno na prawdopodobienstwo posiadania wysokiego powinowactwa, jak
i selektywnosci do 5-HT7R (rys. 23 E).

W kompleksie utworzonym przez zwigzek 197 oddziatywania specyficzne
z aminokwasami kieszeni Il byty réwniez mozliwe, ale inna byta pozycja pierscienia
aromatycznego, jak tez geometria fragmentu perhydrochinoliny (czesci aminowej zwigzku),
stad tez prognoza ex ante jego aktywnosci/selektywnosci mogta byé obarczona wiekszym
btedem (rys. 23 F). Potgczenia z rozerwanym pierscieniem piperazyny 194 i 195 tworzyly
kompleksy z receptorem wigzac sie gtownie w kieszeni |. Jednak sposob ich wigzania
(czescig sulfonamidowg skierowang w prawo) byt odwrotny w stosunku do rozwigzan
znalezionych zaréwno dla znanych liganddw, jak i pozostatych pilotowych zwigzkéw. Tak
wiec podobnie jak w przypadku pochodnej 197, trudno byto doktadnie przewidzie¢ jakie
powinowactwo/selektywnos¢ bedg charakteryzowaly te potaczenia w rzeczywistosci (rys.
23 G, H).

Podsumowujgc otrzymane rezultaty, najwieksze prawdopodobienstwo posiadania
wysokiej aktywnosci do 5-HT7R nalezato przypisa¢ zwigzkom 191-3 oraz 196. Z drugiej
strony, rozwigzania znalezione dla pochodnych 194, 195 i 197, Swiadczace o odmiennym
sposobie wigzania, nie dawaty jednoznacznych wskazéwek o ich potencjalnej aktywnosci.
Dlatego tez zsyntezowatem wszystkie zaprojektowane pochodne, a nastepnie metodg
in vitro wyznaczono ich powinowactwo do receptorow 5-HT; oraz 5-HTsa. Ponadto
eksperymentalna weryfikacja wynikow teoretycznych dla wszystkich zwigzkéw dawata
mozliwo$¢ sprawdzenia poprawnosci skonstruowanego w ZChL modelu receptora 5-HT-

i jego przydatnosci w projektowaniu nowych ligandow.

Badania radioizotopowe wykazaty, ze tak jak przewidywano, wysoka aktywno$é
(Ki < 50 nM) do receptorow 5-HT; wykazywaty potaczenia: 192, 193 i 196, a nieco nizszg
warto$¢ K =128 nM wyznaczono dla pochodnej 191. Co wiecej, zgodnie z miejscem
dokowania w kieszeni | modelu receptora, wszystkie pochodne benzizoksazolowe posiadaty
réwniez znamienng aktywnos¢ do 5-HTaR, co potwierdzito ich wzglednie niskg
selektywnos¢ oddziatywan. Natomiast pochodna perhydroizochinoliny nie wigzata sie
zupetnie do receptora 5-HTa, co takze zostato odzwierciedlone w modelu 5-HT-;R poprzez
zakotwiczenie czasteczki w warunkujacej selektywno$¢ oddziatywan kieszeni 1. Srednia
wartos¢ powinowactwa charakteryzowata zwigzek 197 (K, =407 nM), przy czym brak
powinowactwa do receptoréw 5-HTqs (Ki > 10000 nM) $wiadczyt o wysokiej selektywnosci;

natomiast zwiazki 194 i 195 nie wiazaty sie zaréwno do receptoréw 5-HT, jak i 5-HT1a."*®
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3.3. Pochodne arylosulfonylopiperydyny

Rysunek 23. Sposob wigzania pilotowej serii zwigzkéw do modelu 5-HT;R, przedstawiony na
przyktadzie najlepszych komplekséw ligand-receptor. Pogrubiono aminokwasy tworzace specyficzne
oddziatywania z ligandami. Zielong linig zaznaczono wigzanie jonowe i wigzania wodorowe,
a czerwong linig — oddziatywania uktadow aromatycznych. (A) — powierzchnia miejsca wigzacego;
kieszen pomiedzy helisami 3-6 oznaczono na czerwono, pomiedzy helisami 7-3 na niebiesko. Czesc¢
wspolna (TMH3) jest przedstawiona na fioletowo. Zwiazki: (A i B) 191, (C) 192, (D) 193, (E) 196, (F)
197, (G) 194, (H) 195.
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3. Badania wtasne

Otrzymane wyniki potwierdzity uzyteczno$¢ modelu receptora 5-HT;R w weryfikaciji
zaprojektowanych struktur i na ich podstawie wytypowatem zwigzki 193 i 196 jako ligandy
modelowe dla dwdch serii pochodnych: benzizoksazolopiperazyny i perhydroizochinoliny
oraz ze wzgledu na wysokg selektywnos$¢ zwigzek 197 jako wyjsciowy dla grupy potaczen,

w ktérych bardziej radykalnie modyfikowatem terminalny fragment aminowy.

3.3.3. Seria benzizoksazolopiperazyny

W obrebie tej grupy zsyntezowatem 7 nowych potgczen 199-205 (tj. RB-211-214,
RB-187, RB-179 oraz RB-175), bedacych analogami 193 (RB-159), w ktérych modyfikowano
gtéwnie arylowy fragment ugrupowania fenylosulfonamidowego. W przypadku pochodne;j
199 (RB-175) facznik 2-etyleno-1-piperydylowy zastgpiono 2-metyleno-1-piperydylowym, co

spowodowato skrocenie odlegtosci pomiedzy terminalnymi fragmentami zwigzku.

3.3.3.1. Synteza

Wyjsciowy  3-(piperazyn-1-ylo)benzo[d]izoksazol 198 otrzymano w wyniku
wieloetapowej syntezy przedstawionej na schemacie 4. W reakcji salicylanu metylu
z hydroksyloaming otrzymano kwas 2-hydroksybenzohydroksamowy, ktory nastepnie
poddano cyklodehydratacji w obecnosci karbonylodiimidazolu. Otrzymany benzo[d]izoksazol-
3-on, pod wptywem tlenochlorku fosforu w $rodowisku zasadowym, przeksztatcono
w 3-chlorobenzo|[d]izoksazol, a nastepnie zgrzewano z piperazyng w temperaturze
130°C. 139, 140

N
2 2 0 cl (j
~ _OH
(o} a N b c A d
CL - OO (e O =
OH OH o o ©f\<N
/
o
198

Schemat 4. (a): NH,OH - HCI, 6M NaOH, EtOH, temp. wrzenia, 1h; (b): karbonylodiimidazol, THF,
temp. wrzenia, 1h; (c): POCI3, Et3N, temp. wrzenia, 16h; (d): piperazyna, 130°C, 1h.

Zwigzki 191 i 192 z serii zwigzkéw pilotowych otrzymano przeprowadzajac
kilkuetapowg synteze (schemat5). 3-(Piperazyn-1-ylo)benzo[d]izoksazol w reakcji z 1,4-
dibromobutanem w obecnoéci katalitycznej ilosci eteru 18-korona-6 utworzyt bromek
8-benzol[d]isoksazol-3-ylo-8-aza-5-azoniaspiro[4.5]dekanu. W kolejnym etapie, w wyniku

reakcji bromku czwartorzedowej soli amoniowej z ftalimidem uzyskano 191, ktéry nastepnie
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3.3. Pochodne arylosulfonylopiperydyny

przeksztatcono metodg Gabriela w 4-(4-benzo[d]izoksazol-3-ylopiperazyn-1-ylo)butyloamine.
Otrzymang amine potraktowano chlorkiem benzenosulfonylowym w obecnosci tréjetyloaminy

i wyizolowano docelowy produkt 192.

o

H
N/\/\/N N/\/\/N S/O

I 198 I O/L

o—N o—N 191 (RB-131) 192 (RB-156)

Schemat 5. (a): 1,4-dibromobutan, K,CO3;, 18-korona-6, 95% etanol, 24h; (b): ftalimid, K,COj3, 18-
korona-6, ksylen, 22h; (c): 1). NoH4 - HxO, etanol, 1h; 2). HCI, 4h; (d): benzenosulfochlorek, Et3N,
CHCls, 20°C, 4h.

Synteze pochodnych 193 i 200-5 rozpoczeto od reakcji piperydyno-2-etanolu
z dwukrotnym nadmiarem molowym odpowiednich pochodnych chlorkéw kwasow
sulfonowych. Nastepnie otrzymane chlorki alkilowe poddano reakcji z 3-piperazyn-1-
ylobenzo[d]izoksazolem w $rodowisku zasadowym, w obecnosci jodku sodu jako

katalizatora. Otrzymane docelowe sulfonamidy wyizolowano jako mieszaniny racemiczne.
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Modivagicdh cdav i otbes

Schemat 6. (a): RSO.CI, diizopropyloamina, CHCI;, 20°C — temp. wrzenia, 12h; (b): PhSO.CI,
diizopropyloamina, CHCI;, temp. wrzenia, 6h; (c): 3-piperazyn-1-ylobenzo[dl]izoksazol, Nal, K,COs,,
DMF, temp. wrzenia, 6—18h; (d): amina, Nal, K,CO3;, CH3;CN, temp. wrzenia, 12h.

W celu otrzymania zwigzku 199 powyzszg procedure zmodyfikowano (schemat 6).

Synteze rozpoczeto od reakcji piperydyno-2-metanolu z rownomolowg iloscig odpowiednich

65



3. Badania wiasne

pochodnych chlorkéw kwaséw sulfonowych. Nastepnie bez wyizolowywania otrzymanego
alkoholu, do mieszaniny reakcyjnej dodano réwnomolowg ilos¢ benzenosulfochlorku. Tak
otrzymany ester kwasu benzenosulfonowego przeprowadzono w docelowy produkt 199
(mieszanina racemiczna) w reakcji z 3-piperazyn-1-ylobenzo[d]izoksazolem w obecnosci

jodku sodu jako katalizatora.

Struktura nowych zwiazkéw zostata potwierdzona widmami 'H NMR, a wolne zasady
zostaty przeprowadzone w chlorowodorki i w tej postaci uzyte do badan in vitro. Masa

czgsteczkowa soli zostata ustalona na podstawie analizy elementarne;.

3.3.3.2. Badania powinowactwa in vitro i dyskusja wynikéw

Dla otrzymanych zwigzkéw okreslono powinowactwo do serotoninowych receptorow

5-HT, i 5-HT,,, a dane zamieszczono w tabeli 4. Wspodtczynnik selektywnosci wigzania

wyliczono z réwnania: S,,; = K(5-HT,,)/K(5-HT,).

Tabela 4. Seria pochodnych benzoizoksazolopiperazyny.

) Ki [nM]
z k
wigze 5-HT s ‘ 5-HT, 1A/7
193 (RB-159) 1 105 11 9,5
199 (RB-175) 0 1356 143 9,5

.C

200 (RB-211) 1 ©/ 197 5,6 35
Br

201 (RB-212) 1 ©/ 246 1 246

F
202 (RB-213) 1 rK@( 481 21 23
X
203 (RB-179) 1 @N 43 45 9,5
S.
ug

204 (RB-187) 1 66 2,7 24

S
205 (RB-214) 1 B’ﬂ 112 1,5 75
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3.3. Pochodne arylosulfonylopiperydyny

Wyjsciowy zwigzek 193 z fragmentem 3-piperazyn-1-ylobenzo[d]izoksazolowym
posiadat wysokie powinowactwo do 5-HT;R i nieco nizsze, lecz tez wysokie do podtypu
5-HTAR i przez to charakteryzowat sie umiarkowang selektywnoscig Sia7=9,5.
Wprowadzenie podstawnika metylowego w pozycje C-3 pierscienia fenylowego (pochodna
200) spowodowato wzrost powinowactwa do 5-HT;R i jednoczesnie prawie dwukrotne
obnizenie aktywnosci do 5-HTaR, co zwiekszyto selektywnos¢ do Sia7 = 35. Jeszcze
bardziej korzystnie wptyneto zastosowanie podstawnika m-Br, poniewaz zwigzek 201
wykazywat bardzo wysokie powinowactwo do 5-HT;R i wiekszy spadek aktywnosci do
5-HTAR. Z kolei wprowadzenie grupy m-CF; (202) wywotato obnizenie powinowactwa do
obu receptoréw, natomiast odsuniecie pierscienia aromatycznego od grupy sulfonowej
w strukturze zwigzku 203 ponad dwukrotny wzrost powinowactwa zaréwno do 5-HT7R, jak
i 5-HTAR. Zamiana podstawnika fenylowego na tienylowy w zwigzku 204 skutkowata
wysokim powinowactwem do obu badanych receptoréw (Ki = 2,7 i 66 nM, odpowiednio do
5-HT;R i 5-HTaR). Podobnie jego 5,6-dibromopochodna 205 charakteryzowata sie takze
bardzo wysokg aktywnoscig do 5-HT-R (Ki = 1,5 nM), przy nieco nizszym powinowactwie do
receptoréw 5-HTqa (K = 112 nM). Skrécenie odlegtosci miedzy fragmentem aromatycznym a
zasadowym atomem azotu, poprzez zastosowanie fgcznika 2-metyleno-1-piperydylowego
(199), przyczynito sie do ostabienia (Ki=197 nM dla 5-HT;R) badZz znacznej utraty
(Ki = 1356 nM dla 5-HT,4R) powinowactwa do badanych receptorow.

Podsumowujgc otrzymane wyniki, z wyjgtkiem zwigzku 199, wszystkie nowe
pofaczenia posiadaty bardzo wysokie powinowactwo do receptoréow 5-HT, ktére miescito sie
w granicach 1-21 nM. Aktywnos¢ tych potaczen do 5-HTaR byfa nizsza, tak ze badane
ligandy wykazywaty od 9-cio do ponad 200-krotng preferencje wigzania z receptorem
5-HT/R.

3.3.4. Seria perhydroizochinoliny

Seria pochodnych perhydroizochinoliny obejmuje zsyntezowane przeze mnie nowe
zwigzki 196 i 206-19, w ktoérych modyfikowatem zaréwno arylowy fragment ugrupowania
fenylosulfonamidowego (207-15), jak tez tacznik pomiedzy terminalnymi fragmentami:
arylowym i aminowym (206, 212 i 216-9). Podobnie jak w serii benzizoksazolopiperazyny,
W miejsce pierscienia fenylowego zastosowatem rézne podstawniki aromatyczne. Natomiast
modyfikacje struktury fgcznika polegaty na jego skrdceniu (zastosowanie 2-metylopiperydyny
— 206 i 212), zmianie geometrii poprzez wprowadzenie 3-metylopiperydyny (zwigzek 218) lub
ugrupowania benzylowego (zwigzek 219) oraz pozbawieniu usztywnienia (fancuch n-pentan-

1-olu; 216, 217). W przypadku dwéch ostatnich potaczen struktura terminalnego fragmentu
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3. Badania wtasne

sulfonamidowego zostata dodatkowo uproszczona do pierscienia benzenowego, a funkcje

sulfonamidowg zastagpita podstawiona w tancuchu grupa hydroksylowa.

3.3.4.1. Synteza

Pochodne 196, 207-11, 213-5, 218 otrzymano w wyniku dwuetapowej syntezy, fj.
reakcji piperydyno-2-etanolu lub piperydyno-3-metanolu z dwukrotnym nadmiarem molowym
odpowiednich pochodnych chlorkéw kwaséw sulfonowych, a nastepnie otrzymane chlorki
alkilowe poddano reakcji z perhydroizochinoling w srodowisku zasadowym, w obecnosci
jodku sodu jako katalizatora (schemat 7). Otrzymane docelowe sulfonamidy wyizolowano
jako mieszaniny racemiczne. Dla zwigzku 213 o wysokim powinowactwie i selektywnosci
wzgledem 5-HT-R, w celu otrzymania poszczegdélnych izomerow osobno 214 (S) i 215 (R),
przeprowadzono analogiczny cigg reakcji, uzywajac jako substratéw wyjsciowych R- i S-

piperydyno-2-etanoli.
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Schemat 7. (a): RSO,CI, diizopropyloamina, CHCI3;, 20°C, 6h; (b): PhSO,CI, diizopropyloamina,
CHCI3, temp. wrzenia, 6h; (c): perhydroizochinolina, Nal, K,COz;, DMF, temp. wrzenia, 6-18h;
(d): amina, Nal, K;CO3, CH;CN, temp. wrzenia, 12h.
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3.3. Pochodne arylosulfonylopiperydyny

Pochodne 2-metylopiperydyny 206, 212 uzyskano w trojetapowej sekwenciji reakcji.
Synteze rozpoczeto od reakcji piperydyno-2-metanolu z rownomolowg iloscig odpowiednich
pochodnych chlorkéw kwasow sulfonowych, a nastepnie bez wyizolowywania produktu, do
mieszaniny reakcyjnej dodano réwnomolowg ilos¢ benzenosulfochlorku. W kolejnym etapie
otrzymane estry kwasu benzenosulfonowego w reakcji z perhydroizochinoling, w obecnosci
jodku sodu jako katalizatora, tworzyty docelowe zwigzki 206 i 212 jako mieszaniny

racemiczne.

Do syntezy pochodnych 1-fenylopentan-1-olu (216 i 217) wykorzystano reakcje
zwigzkéw magnezoorganicznych Grignarda z aldehydami (schemat 8)."*' W pierwszym
etapie w roztworze suchego eteru wygenerowany in situ bromek 4-chlorobutylomagnezowy
poddano oddziatywaniu z odpowiednimi pochodnymi benzaldehydu. Nastepnie w wyniku
kwasnej hydrolizy powstatych soli magnezowych uzyskano chlorki alkilowe jako mieszaniny
racemiczne. Produkty koncowe otrzymano w reakcji N-alkilowania trans-perhydroizochinoliny
odpowiednimi chlorkami alkilowymi w $rodowisku zasadowym, w obecnosci jodku sodu jako

katalizatora.

OH OH
CHO ab WCI c Wm
—_— —_—
R’ : R R

216, 217

R=H,Br

Schemat 8. (a): CI(CH,)4MgBr, Et,0, temp. wrzenia, 2h; (b): H,O, 25%HCI, 0°C, 1h; (c): K;COs3, Nal,
CH3CN, temp. wrzenia, 12h.

Pochodng tetrahydroizochinoliny 219 otrzymano w szescioetapowej sekwenciji reakcji

(schemat 9).

f f 0\\ ’/0 7 0\\ //0 o\‘ ’/o
S S S
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—_— —_—
219

Schemat 9. (a): HSO;Cl, 0°C—temp. wrzenia, 5h; (b): 1,2,3,4-tetrahydroizochinolina, THF, 20°C, 2h;
(c): CIO,CH,CHCCI3, N-etylodiizopropyloamina, CH,Cl,, 0°C, 2h; (d): NaBH,, THF, 0—20°C, 16h;
(e): CBry, trifenylofosfina, CH,Cl,, 0—20°C, 2h; (f): perhydroizochinolina, K,COj;, Nal, CH;CN,
temp. wrzenia, 3h.
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Na poczatku za pomocqg kwasu chlorosulfonowego podstawiono w pozycje meta
pierécienia aromatycznego kwasu benzoesowego grupe chlorosulfonowg, ktérg nastepnie
poddano reakcji w tagodnych warunkach z 1,2,3,4-tetrahydroizochinoling. W kolejnym etapie
zredukowano grupe karboksylowg borowodorkiem sodu, a powstaty alkohol poddano
bromowaniu przy udziale czterobromku wegla. Koncowy produkt uzyskano na drodze
N-alkilowania trans-perhydroizochinoliny, otrzymanym w poprzednim etapie bromkiem alkilu

w srodowisku zasadowym, w obecnosci jodku sodu jako katalizatora.

Struktura nowych zwigzkéw zostata potwierdzona widmami 'H NMR, a wolne zasady
zostaly przeprowadzone w fumarany i w tej postaci uzyte do badan in vitro. Masa

czagsteczkowa soli zostata ustalona na podstawie analizy elementarne;.

3.3.4.2. Badania powinowactwa in vitro i dyskusja wynikéw

Wyniki powinowactwa do receptoréw 5-HT7 i 5-HT s przedstawiono w tabeli 5. State
Ki wyznaczone do 5-HT;R dla zwigzku wyjsciowego z podstawnikiem fenylowym 196 oraz
jego m-CH; (207) i m-Br (208) analogéw charakteryzowaty sie porownywalnymi wartosciami
(34—44 nM). Wsréd pochodnych, ktorych modyfikacje dotyczyty czesci arylowej fragmentu
fenylosulfonamidowego, najnizszg aktywnosé¢ (K = 146 nM) wykazywata pochodna 209
z grupg m-CF;, a najwyzszg (Ki=8nM) zwigzek 213 z grupg 5,6-dibromotienylowa.
Niepodstawiony analog 211 tego ostatniego pofaczenia posiadat okoto 16-krotnie nizsze

powinowactwo.

Oddalenie pierscienia fenylowego od ugrupowania sulfonamidowego (210)
spowodowato, ponad dwukrotne ostabienie powinowactwa do 5-HT/R (K =95 nM)

w stosunku do wyjsciowej pochodnej 196.

Skrécenie odlegtosci miedzy fragmentem aromatycznym a zasadowym atomem
azotu w zwigzkach z tgcznikiem 2-metyleno-1-piperydylowym 206 (Ki=1225nM) i 212

(Ki> 10000 nM) przyczynito sie rowniez do znacznego obnizenia bgdz utraty powinowactwa.

Podobnie negatywnie na wysokos¢ aktywnosci do 5-HT/R wptynety zmiany
w geometrii fragmentu sulfonamidowego, gdzie jako taczniki zostaty wykorzystanie uktady

3-metylopiperydyny (218) i toluenu (219).

Uproszczenie struktury terminalnego fragmentu sulfonamidowego i zastosowanie
labilnego tahncucha piecioweglowego z grupa hydroksylowg w miejsce sulfonamidowe;j,
okazato sie takze niekorzystne i znacznie obnizyto aktywnos¢ pochodnej 216. Natomiast

wprowadzenie lipofilowego podstawnika Br w pozycje para pierscienia benzenowego
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3.3. Pochodne arylosulfonylopiperydyny

w analogu 217 okoto 7-krotnie (w stosunku do 216) zwiekszyto wartos¢ powinowactwa do
5-HT/R.

Tabela 5. Seria pochodnych perhydroizochinoliny.

Ki [nM]

Zwigzek

5-HT1a 5-HT7

196 (RB-166) 2 RS 2966 44 67

206 (RB-173) 1

3C
207 (RB-207) 2 T@f RS = >10000 38 >263

RS  >10000 1225 >8,2

Br
208 (RB-208) 2 \©/ RS  >10000 34 >294

F
209 (RB-209) 2 F)<©/ RS  >10000 146 >68

A
210 (RB-177) 2 @N RS  >10000 126  >79

211 (RB-185) 2 RS  >10000 95 >105
212 (RB-189) 1 U RS  >10000 10000 >1
213 (RB-236) 2 RS 612 8 76
214 (RB-234) 2 Brﬂ S 886 175 5
215 (RB-235) 2 > R 509 8 64

216 (RB-237) OQN\*@ 2671 637 4
217 (RB-239) OQM\}\Q 673 94 7,2
218 (RB-233) QQ“@@ 1154 720 16
219 (RB-246) OQ“@/C@ 295 307 1
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Wszystkie badane potgczenia byly mieszaninami racemicznymi, a w przypadku
zwigzkow biologicznie czynnych, poszczegdlne enancjomery czesto réznig sie wykazywang
aktywnoscig. Dlatego dodatkowo zsyntezowatem oddzielnie izomery S (214) i R (215)
zwigzku 213, ktoéry wsrdd pochodnych serii perhydroizochinoliny charakteryzowat sie
najwyzszym powinowactwem do 5-HT7R. Co ciekawe, warto$¢ K; wyznaczona do 5-HT7R dla
izomeru R (215) oraz dla racematu 213 byta identyczna, natomiast enancjomer 214
z ftacznikiem (S)-2-etyleno-1-piperydylowym wykazywat prawie 22-krotnie nizsze

powinowactwo.

Wartosci wyznaczonych statych K; do 5-HT 4R, dla wiekszo$ci zwigzkéw przekraczaty
10 000 nM, wskazujac na zupetny brak oddziatywan z tym podtypem receptora. W zakresie
Srednich aktywnosci, od 295-886 nM, wigzaty sie gtdwnie potgczenia posiadajgce atomy
bromu w czesci arylowej ugrupowania sulfonamidowego, tj. 213-5 i 217 oraz potaczenie
219.

Poréwnujac  wyniki powinowactwa otrzymane dla obu serii pochodnych
arylosulfonamidowych, mozna zauwazy¢, ze wyzsza aktywno$é do 5-HT;R cechowata
zwigzki z uktadem benzizoksazolu, natomiast potgczenia z perhydroizochinoling wykazywaty

generalnie wiekszg selektywnos¢ oddziatywan pomiedzy receptorami 5-HT7 i 5-HTqa.

3.3.5. Modyfikacje terminalnego fragmentu aminowego

Ostatnia grupa otrzymanych przeze mnie zwigzkéw zawiera 5 pochodnych
1-benzenosulfonylo-2-etylopiperydyny, w ktérych zastosowatem bardziej radykalne zmiany
w strukturze terminalnego fragmentu aminowego poprzez wprowadzenie ugrupowan

pozbawionych grupy aromatycznej w poblizu zasadowego atomu azotu.

87,130 i byt podyktowany

Kierunek tych modyfikacji wynikat z publikacji innych autoréw,
checig znalezienia innego niz perhydroizochinolina  niearomatycznego uktadu
farmakoforowego z funkcjg aminowa, co moze powodowacC przewage specyficznych

oddziatywan zwigzku w tzw. selektywnej czesci kieszeni wigzacej receptora 5-HT;.%°

3.3.5.1. Synteza

Zwigzki z serii pilotowej 194 (RB-161) i 195 (RB-162) oraz pochodne 197, 220 i 224
uzyskano w reakcji piperydyno-2-etanolu z dwukrotnym nadmiarem molowym
benzenosulfochlorku, a nastepnie otrzymane chlorki alkilowe poddano reakc;ji
z odpowiednimi aminami w srodowisku zasadowym, w obecnosci jodku sodu jako

katalizatora. Docelowe sulfonamidy wyizolowano jako mieszaniny racemiczne.
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3.3. Pochodne arylosulfonylopiperydyny

W celu uzyskania zwigzkow 221-3 2-(2-chloroetylo)-1-(fenylosulfonylo)piperydyne
zgrzewano z piperazyng w temperaturze 130°C, a nastepnie uzyskang amine drugorzedowag
poddano acylowaniu odpowiednimi  bezwodnikami  kwasowymi lub  chlorkiem

metanosulfonowym.

Struktura nowych zwigzkéw zostata potwierdzona widmami 'H NMR, a wolne zasady
zostaty przeprowadzone w chlorowodorki lub fumarany i w tej postaci uzyte do badan in vitro.

Masa czgsteczkowa soli zostata ustalona na podstawie analizy elementarnej.
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Schemat 10. (a): PhSO,CI, diizopropyloamina, CHCI;, temp. wrzenia, 6h; (b): amina, Nal, K,COs,,
CH3;CN, temp. wrzenia, 12h; (c): piperazyna, 130°C, 2h; (d): (CH;CO), O Ilub (C,Hs5CO),0,
temp. wrzenia, 0,4h; (e): CH3;SO,ClI, 20°C, 6h.

3.3.5.2. Badania powinowactwa in vitro i oméwienie wynikow

Wartosci powinowactwa wyznaczone do receptorow 5-HT7 i 5-HT14 zamieszczono w
tabeli 6. Jako zwigzek wyjsciowy wybratem pochodng perhydrochinoliny 197, badang
w grupie pilotowych potgczen, ktéra cechowata sie srednim powinowactwem do 5-HT7R ale
rownoczesnie byla catkowicie pozbawiona aktywnos$ci wobec 5-HTsR. Zastosowanie jej

izomerycznego analogu — perhydroizochinoliny jako terminalnego uktadu aminowego
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3. Badania wiasne

w poprzedniej serii zwigzkow, bardzo korzystnie wptyneto na selektywnos¢ oddziatywan

wzgledem 5-HT44R, nie zmieniajgc wysokiego poziomu aktywnos$ci do receptora 5-HT.

Niestety, préba znalezienia innego niz perhydroizochinolina niearomatycznego uktadu
farmakoforowego z funkcjg aminowa, nie przyniosta pozytywnych wynikéw. Wszystkie
zwigzki w tej serii, a wiec pochodne z N-podstawionym fragmentem piperazynowym: grupg
cykloheksylowg 224, acylowg 221 i 222 oraz mesylowg 223, a takze pochodna 220

zawierajgca ugrupowanie aminy drugorzedowej podstawione pierscieniem adamantanu, nie

wigzaty sie do zadnego z badanych receptoréw (K; > 4 000 nM).

Tabela 6. Seria potaczen z modyfikacjami fragmentu aminowego.

Zwigzek

197 (RB-167) %«
220 (RB-198) 4@ P

221 (RB-226) Y'@
222 (RB-227) A(O
223 (RB-228) - /Q

224 (RB-201) UNQ

10000

>10000

>10000

>10000

>10000

>10000

407

5000

>10000

7738

5446

4043

25

>2

>2,5

Podsumowujac otrzymane wyniki, sposréd potgczen zsyntezowanych w obrebie catej
grupy pochodnych arylosulfonylopiperydyny, tylko zwigzki z dwoch pierwszych serii, .

benzioksazolopiperazyny i perhydroizochinoliny mozna zaliczy¢ do aktywnych ligandéw

5-HT/R.

74




3.3. Pochodne arylosulfonylopiperydyny

3.3.6. Poszerzony profil receptorowy pochodnych arylosulfonylopiperydyny

Definicja selektywnosci receptorowej zaktada, ze ligand wigze sie preferencyjnie do
jednej populacji biatek w stezeniu tak niskim, ze jest ono niewystarczajgce, aby wywotywac
odpowiedz biologiczng ze strony innych receptoréw. Oznacza to koniecznosé wyznaczenia
maksymalnie szerokiego profilu receptorowego, okreslajgcego powinowactwo danego
zwigzku do réznych klas i typow biatek wigzacych. W rzeczywistosci jednak bardzo rzadko
wyznaczana jest tzw. selektywno$é bezwzgledna (definiowana wtedy jako specyficznosc)
i najczesciej okresla sie jedynie wzgledng wartos¢ tego parametru w odniesieniu do kilku
najblizej spokrewnionych typéw receptoréw, jako ze w wiekszych stezeniach gtéwnie one

moga oddziatywa¢ z badanym ligandem. 2

Podczas okreslania selektywnoéci w oparciu o wartosci powinowactwa trzeba wzig¢
pod uwage szeroki zakres aktywnosci in vitro, jaki mozna zidentyfikowac¢ dla danego liganda
do danego receptora przy uzyciu réznych systeméw eksperymentalnych (zastosowany
radioligand, materiat biologiczny), o czym $wiadczy przeglad blisko 50 000 wartosci K;
dostepnych w bazie PDSP (http://pdsp.med.unc.edu/pdsp.php). Duze znaczenie ma takze
sama wysokosC wyznaczonego powinowactwa, bowiem jej poziom determinuje, czy
obserwowane w badaniach invivo na zwierzetach efekty behawioralne sg zwigzane

z oddziatywaniem zwigzku tylko na jedng populacje receptorow.

Do receptoréw monoaminergicznych, ktérych analiza sekwencji aminokwasow miejsc
wigzacych wskazuje, ze sg one spokrewnione z 5-HT;R (i do ktérych antagonisci 5-HT;R
czesto wykazujg znaczgce powinowactwo) nalezg — oprocz 5-HT4aR — takze receptory
serotoninowe typu 5-HT,s i 5-HTs, receptor dopaminowy D, oraz as-adernergiczny. W
zwigzku z tym w celu poszerzenia profilu receptorowego pochodnych
arylosulfonylopiperydyny, dla wszystkich ligandéw wykazujgcych wysokie powinowactwo do
5-HT;R (Ki <150 nM) wyznaczono wartosci K; do receptorow serotoninowego 5-HTza
i dopaminowego D,. Powinowactwo do receptoréw aj-adrenergicznych zostato okreslone dla
dwoch zwigzkow  wyjsciowych, tj. dla serii benzizoksazolopiperazyny — zwigzku 192
i perhydroizochinoliny — zwigzku 196. Natomiast aktywnos¢ in vitro do receptorow 5-HTg
zostata wstepnie oszacowana (wg uproszczonej procedury) dla czterech wybranych
potaczen: 187, 193, 196, 211.

3.3.6.1. Badania powinowactwa

Wartosci statych K, do receptorow serotoninowych 5-HT,s, dopaminowych D,

i a4-adrenergicznych wyznaczono w oparciu o standardowe metody wypierania przez badany

zwigzek specyficznego radioliganda z homogenatu tkankowego mézgu szczura, zgodnie
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3. Badania wiasne

z zamieszczong ponizej tabelg 7. Wartosci K; wyliczono jako srednig z trzech niezaleznych

eksperymentow, stosujac stezenia badanej substancji w zakresie 10™°-10° m.

Tabela 7. Materiat biologiczny i radioligandy zastosowane do wyznaczenia powinowactwa do
receptorow 5-HToa, Do i Q4

Receptor Radioligand Struktura moézgu
5-HT>a [3H] ketanseryna kora
D, [*H] spiperon prazkowie
a [’H] prazosyna kora

Aktywnosé do receptorow serotoninowych 5-HTg okredlono szacunkowo wedtug
uproszczonej procedury, wyznaczajac procent wypierania radioliganda ([°*H]-LSD) z komérek
HEK 293 ze stabilng ekspresjq ludzkiego receptora 5-HTs przez badany zwigzek w stezeniu

1uM. Wszystkie dane zestawiono w tabeli 8.

3.3.6.2. Omoéwienie wynikow

Analizujgc  wzgledng  selektywnos¢ zwigzkédw dwoch  serii pochodnych
arylosufonylopiperydyny tylko wobec receptoréw 5-HT; i 5-HT1s, mozna zaobserwowac, ze
wartosci parametru Sqa7 wyznaczone dla analogéw z serii perhydroizochinoliny byly zwykle
kilkukrotnie (3-8 razy) wyzsze od wyliczonych dla ich bezposrednich odpowiednikow w serii
benzizoksazolopiperazyny. Wyjatek stanowig potgczenia zawierajgce atomy bromu w
pierscieniach arylowych uktadu sulfonylopiperydyny, tj. zwigzki 201 i 206 oraz 214 i 213,
ktére charakteryzowata poréwnywana selektywnos¢. Jednak, jak wynika z poréwnania
odpowiednich danych przedstawionych w tabeli, pochodne benzizoksazolopiperazyny
o0 bardzo wysokim powinowactwie do 5-HT;R posiadaty nadal znamienng aktywnos¢ do
5-HTAR (dla 201 K; =246 nM i dla 214 K; = 112 nM). Powoduje to, ze w badaniach in vivo
wykluczenie zmian w zachowaniu zwierzat wynikajacych z oddziatywania z receptorem
5-HT» bedzie niemozliwe. Co wiecej, te same wnioski mozna wyciggngé w stosunku do
pozostatych  pochodnych  benzizoksazolopiperazyny, ktére cechowato  wysokie

powinowactwo réwniez do innych badanych typéw receptorow.

Z kolei wyniki otrzymane dla potaczen z serii perhydroizochinoliny swiadczg o ich
bardzo wysokiej selektywnosci, poniewaz wszystkie badane ligandy nie wykazywaly istotnej

aktywnosci wobec innych niz 5-HT7R populacji receptorow.
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3.3. Pochodne arylosulfonylopiperydyny

Tabela 8. Poszerzony profil receptorowy arylosulfonamidowych ligandéw 5-HT-R otrzymanych w serii
pochodnych benzizoksazolu i perhydroizochinoliny.

— N —
R—(CH,), ol QYNJ O@.
Np 1 I
o

IR o—N A B
Zwiqzek R R1 5-HT7 5-HT1A S1A/7 5-HT2A D2 5-HT6 olq
193
i BB 11 105 9.5 19 12 20% 20
196 B 44 2066 67 6000 6970  12% 8000
(RB-166)
211 A 5.6 197 35 18 140 NT  NT
(RB-211) Hacg !
207 B 38 >10000 >263 3630 2858  NT  NT
(RB-207)
201 A 1 246 246 39 46 NT  NT
(RB-212) Br@
208 B 34 >10000 >294 2460 6440  NT  NT
(RB-208)
213 A f 21 481 23 131 205 NT  NT
(RB-213) ){@(
F
209 B 146 >10000 68 >10000 9016  NT  NT
(RB-209)
179
LN A @/\v 45 43 9.5 68 28 NT  NT
210 B 126 >10000 >79 2804 >10000 NT  NT
(RB-177)
204 A 27 66 24 16 33 54%  NT
(RB-187) .
211 J
0,
o WG 95  >10000 >105 2030 1816 0%  NT
214
e I ﬂ 15 112 75 45 35 NT  NT
e B B 8 612 76 1621 1547 NT  NT
(RB-236)
3.3.7. Wnioski

Rezultaty badan powinowactwa ligandéw z grupy pochodnych arylosulfonamidowych
sq zgodne z przestankami, wynikajagcymi z prowadzonych w naszym Zaktadzie prac nad
modelami receptora 5-HT; i opracowanymi na jego postawie farmakoforami powinowactwa

i selektywnosci. Potwierdzity  one przewidziang  selektywnos¢  pochodnych
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3. Badania wtasne

perhydroizochinoliny nie tylko wzgledem 5-HT4aR, lecz takze innych pokrewnych receptoréw
monoaminowych. Jak bowiem obserwowano w kompleksach ligand-receptor, dla grupy
selektywnych antagonistéw 5-HT;R (oraz dla zwigzku 196) przewazaty oddziatywania
specyficzne z aminokwasami kieszeni |l, a oddziatywania z zakonserwowanym w rodzinie
GPCR klastrem aromatycznym helisy 6 byty nieliczne. W zwigzku z tym, brak aromatycznych
grup w poblizu protonowanego atomu azotu w strukturze pochodnych 2z serii
perhydroizochinoliny, decydowat o ich specyficznym oddziatywaniu w tzw. selektywnej czesci

kieszeni wigzacej receptora 5-HT.

Wieloreceptorowy profil pochodnych benzizoksazolopiperydyny takze zostat
prawidtowo przewidziany wynikami dokowan zwigzkéw 192 i 193 do modelu 5-HT;R, gdzie
wiekszo$¢ specyficznych oddziatywan czasteczki pochodzita od aminokwaséw
Zlokalizowanych w obrebie helis 3-6, czyli w wykazujgcej najwiekszg homologie z innymi

receptorami monoaminowymi kieszeni .

Powyzsze rezultaty stanowig zatem eksperymentalne potwierdzenie poprawnosci
skonstruowanego w ZChL modelu 5-HT;R i jego uzytecznosci w projektowaniu zwigzkow

0 pozadanej selektywnosci.
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3.4. Nowe ligandy a modele farmakoforowe 5-HT;R

3.41. Wstep

Przedstawione w czesci teoretycznej modele farmakoforowe ligandéw 5-HT7R (rozdz.
2.4) mozna zaklasyfikowaé¢ do dwodch kategorii tzw. ligand-based i structure-based
w zaleznosci od zastosowanego podejscia do ich konstrukcji. Strategia ligand-based polega
na znalezieniu wspdlnych cech zwigzkdéw poprzez natozenie bezposrednio na siebie
trojwymiarowych struktur uznanych za reprezentacje ich bioaktywnych konformaciji.
W  przypadku zwigzkow fleksyjnych” najczesciej przyjmuje sie, ze rodzina
niskoenergetycznych konformacji (otrzymana eksperymentalnie lub obliczona metodami

analizy konformacyjnej) odpowiada bioaktywnej, ktéra oddziatuje w miejscu wigzacym.

Gtéwnym ograniczeniem tego podejscia jest fakt, ze tworzac model farmakoforowy
oparty tylko na naktadaniu wspdlnych cech strukturalnych ligandéw, zakiada sie wspdlne
miejsce i sposéb wigzania tych zwigzkow. Natomiast w przypadku zréznicowanych
chemicznie ligandéw nie mozna wykluczy¢, ze mogq one oddziatywaé z réznymi czesciami
domeny wigzacej. Dlatego tez strategia structure-based wykorzystujgca analize oddziatywan
ligandéw bezposrednio w receptorze, prowadzi do zidentyfikowania topologii specyficznych
punktow miejsca wigzacego i przez to moze bardziej trafnie przewidywaé sposoby wigzania
zroznicowanej grupy zwigzkow. W tym podejsciu kluczowe znaczenie dla otrzymanych
wynikéw ma jako$¢ modelu receptora, co przy braku danych eksperymentalnych (najlepiej
dane krystalograficzne struktury biatka) powoduje, ze bedac raczej ogdélnym przyblizeniem
rzeczywistosci, moze nieprecyzyjnie oddawac interakcje ligand-receptor. Stad tez, podczas
tworzenia modeli farmakoforowych receptorow, dla ktéorych nie ma danych
krystalograficznych, stosowane jest gtdéwnie podejscie ligand-based, sprawdzajace sie
zwlaszcza dla zwigzkdw o podobnych strukturach. Ponadto, obecnie coraz czestszg
praktykg jest interaktywne uzycie obu metod, dostarczajgcych komplementarnych wynikéw

analizy interakcji w kompleksie liganda z receptorem.

Hipotezy farmakoforowe dla antagonistow 5-HT;R opracowane w ZChL zostaty
wygenerowane przy zastosowaniu podejécia structure-based.®® Strategia tych badan réznita
sie od powszechnie stosowanego algorytmu wykorzystujacego wyniki dokowan do
pojedynczej konformacji modelu biatka tylko kilku zwigzkéw, umieszczanych manualnie w
arbitralnie wybranym przez autorow miejscu wigzacym. W naszym podejsciu opracowana
zostata procedura w peilni automatycznego fleksyjnego dokowania do populacii
konformacyjnej modelu receptora, ktéra znajduje optymalne potozenie i geometrie danego
liganda w najbardziej dopasowanej do niego konformacji miejsca wigzacego. Wykorzystanie

duzej grupy strukturalnie zréznicowanych zwigzkéw, pozwolito na wyodrebnienie dwoéch
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obszaréw w kieszeni wigzgcej receptora 5-HT;R i zidentyfikowanie odmiennych wzorow
oddziatywan dla antagonistow selektywnych i nieselektywnych. Na podstawie tych wynikow
zostaty zatem zdefiniowane modele farmakoforowe: ,powinowactwa” — opisujgcego cechy
zwigzku wystarczajgce dla posiadania aktywnosci do 5-HT;R i ,selektywnosci’, ktory

uszczegotowit elementy w strukturze istotne dla specyficznego oddziatywania z 5-HT-R.

Poniewaz badania prowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej koncentrowaty
sie na poszukiwaniu selektywnych ligandéw, otrzymane wyniki (szczegdlnie dla grupy
sulfonamidowych pochodnych perhydroizochinoliny) wymagaty odniesienia do powyzszego

modelu selektywnosci.

3.4.2. Farmakofor selektywnosci structure-based a pochodne perhydroizochinoliny

W pierwszym etapie zostaly odwzorowane relacje przestrzenne elementéw
farmakoforowych modelu selektywnosci za pomoca (dostepnego od niedawna w ZChL)
pakietu Discovery Studio Client v.2.5.0.9164 firmy Acclerys.'® Nastepnie, tréjwymiarowe
reprezentacje zwigzkéw byly dopasowywane do modelu protokotem Ligand Pharmacophore
Mapping. Biorac po uwage fakt, ze konformacje bioaktywne czesto posiadajg energie
wyzszg od globalnego minimum, badane zwigzki mapowano jako populacje konformac;ji,
uprzednio wygenerowane (x+ 20kcal) z uzyciem procedury Diverse Conformation Generation.
Oprocz pochodnych perhydroizochinoliny (196, 206—-219, tab. 5, str. 71), analizowano takze
serie sulfonamidowych potaczen z modyfikacjami fragmentu aminowego (197, 220-224, tab.

6, str. 74), celem sprawdzenia dyskryminujacych wtasnosci modelu (odrzucanie potaczen

nieaktywnych).
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Rysunek 24. Wyniki mapowania nowych zwigzkéw 196, 197, 206—224 (kolor niebieski) oraz znanych
ligandéw 6366, 84, 85, 96, 98, 99 (kolor czerwony) do co najmniej trzech (ciemniejsze stupki) i
czterech (jasnigjsze stupki) cech farmakoforowych zrekonstruowanego modelu selektywnosci.
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Jak wspomniano w czesci teoretycznej (str. 46) hipoteza selektywnosci, opracowana
wg podejscia structure-based, definiowata cztery cechy, przy czym odpowiednia kombinacja
trzech z nich (PI, AR1 oraz HBA1 lub HYD/AR2) wystarcza do selektywnego oddziatywania
z 5-HT7R. Rysunek 24 przedstawia wyniki mapowania zwigzkéw 196, 197, 206—224, oraz
ligandow 63—-66, 84, 85, 96, 98, 99, wybranych sposréd struktur uzytych pierwotnie do
wygenerowania zrédtowego modelu (rys. 25), zarébwno do czterech (MaxOmitFeat = 0), jak

i do trzech (MaxOmitFeat = 1) cech farmakoforowych.
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Rysunek 25. Seria treningowa selektywnych ligandow 5- HT7R uzytych do wygenerowania pierwotne;j
hipotezy selektywnos$ci w oparciu o strategie structure-based.®®

Wysokie wartosci parametru dopasowania (FitValue) wskazuja, ze hipoteza, chociaz
dobrze przewiduje powinowactwo aktywnych ligandéw, nie réznicuje catej testowanej serii
i podobnie wysoko ocenia potaczenia nieaktywne. Trzeba jednak zaznaczy¢, ze do
konstrukcji modelu uzyto tylko zwigzkéw aktywnych, a dodatkowo, zostat on niejako ,wyjety”
Z miejsca wigzacego i pozbawiony otoczenia wptywajagcego na mozliwos¢ utozenia liganda
w kieszeni receptora. Dlatego, w kolejnym kroku przeprowadzona zostata procedura
dodawania obszarow sterycznie zabronionych (Excluded Volumes) z wykorzystaniem

nieaktywnych zwigzkéw 206, 212, 218, 220, 222, 224, aby zwiekszy¢ wiasnosci
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dyskryminujagce modelu. Niestety, ponowne mapowanie testowanych pochodnych do
hipotezy rozbudowanej o 27 i 94 dodatkowe elementy nie poprawito zaleznosci dopasowania

od aktywnosci zwigzkow (rys. 26).
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Rysunek 26. Wyniki mapowania nowych zwigzkéw 196, 197, 206—224 (odcienie niebieskie) oraz
znanych ligandéw 63-66, 84, 85, 96, 98, 99 (odcienie czerwone) do hipotezy selektywnosci
rozbudowanej o obszary sterycznie zabronione (EV). Stupki granatowe i bordowe — modele bez EV,
stupki niebieskie i czerwone — 27 EV, stupki jasnoniebieskie i jasnoczerwone — 94 EV.

3.4.3. Farmakofor ligand-based wedtug algorytmu Catalyst HipHop

Réwnolegle do eksperymentow z uzyciem odwzorowanego modelu selektywnosci
(structure-based) podjatem probe konstrukcji ,od nowa” modelu farmakoforowego w oparciu
o strategie ligand-based przy wykorzystaniu tego samego zestawu zwigzkdéw selektywnych
(rys. 25). Niestety, stosujgc algorytm protokotu Common Feature Pharmacophoric
Generation (algorytm Catalyst HipHop) nie udato sie otrzymac spéjnego modelu opisujgcego
wspélne cechy farmakoforowe dla catego zestawu zwigzkéw. Proces generowania modelu
zostat zakonczony sukcesem, gdy z serii treningowej usunieto 5 ligandéw nalezacych do
grupy pochodnych diaminopirydyn, diaminotriazyn i aminotetralin, tj. 54, 124, 128, 129, 131
(rys 25).

Otrzymane wyniki charakteryzowato znaczne podobienstwo z hipotezg structure-
based, gdyz zidentyfikowano analogiczne cechy farmakoforowe, ktére dodatkowo
znajdowaly sie w podobnych relacjach przestrzennych. Jak wynika z natozenia obu modeli
(rys. 27), dwa podstawowe elementy struktury ligandéw receptoréw monoaminergicznych (Pl
oraz AR) zajmujg zblizone pozycje, cho¢ wektory prostopadte do ptaszczyzn aromatycznych
majg odmienny kierunek. Nieco wieksze roznice wystepujg we wzglednym potozeniu cech
HYD (2,2 A) i HBA (3 A), lecz w tym ostatnim przypadku ma to mniejsze znaczenie, gdyz

odpowiednie wektory wskazujg na zbiezny punkt oddziatywania.
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Podobnie jak w przypadku eksperymentu dla zrekonstruowanego modelu
selektywnosci przeprowadzone zostalo mapowanie catej serii zwigzkéw do nowego
farmakoforu, a nastepnie rozbudowano model o obszary sterycznie zabronione za pomocag
protokotu Steric Refinement with Excluded Volumes (algorytm Catalyst HipHopRefine).
Niestety, rowniez w tym przypadku, otrzymane wyniki nie wykazaty pozadanej zaleznosci

dopasowania od wartosci powinowactwa w testowanej serii zwigzkow.

HYD/HYD

AR HBA Pl HYD

AR1 0,6 3,7 7,7 11,9
HBA 4,6 3,0 5,1 9,4
Pl 7,9 8,1 1,1 4,0
HYD 13,9 141 6,1 2,2

Rysunek 27. Natozenie zrekonstruowanej hipotezy selektywnosci structure-based (szare centra cech i
pola w tabeli) i nowego modelu opartego o ligand-based design (czerwone centra cech i pola w tabeli);
pola zétte — odlegtosci miedzy odpowiadajacymi sobie cechami farmakoforowymi obu modeli.

3.4.4. Hipoteza 3D QSAR - farmakofor ligand-based wedtug algorytmu Catalyst

HypoGen

Metoda ligand-based zaktada utozenie wszystkich ligandéw w podobny sposob
w miejscu wigzacym receptora. Dane eksperymentalne wskazujg jednak, ze mogq istnie¢
odmienne punkty uchwytu dla poszczegolnych rodzin ligandéw. Te nawet nieznaczne
réznice powodujg, ze modele generowane na podstawie bardzo zrdéznicowanej grupy
zwigzkow sg reprezentacjg usrednionego utozenia ligandéw w receptorze i ich skutecznosé
przewidywania aktywnosci jest ograniczona. Jak wczesniej wspomniano (rozdz. 3.4, str. 79),

modele farmakoforowe zdolne ze znacznym prawdopodobienstwem przewidywaé aktywnosé
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biologiczng sa najczesciej otrzymywane na podstawie serii zwigzkdw pochodzacych z tej

samej rodziny co pozniej testowane ligandy.

Pochodne arylosulfonamidowe, otrzymane w ramach niniejszej pracy doktorskiej,
wykazywaty duzg rozpietos¢ powinowactwa (K; = 8 — 10 000 nM) i stanowity odpowiednig
grupe dla zastosowania protokolu 3D QSAR Pharmacophore Generation. Protokét ten,
w oparciu o algorytm Catalyst HypoGen, generuje serie modeli uporzadkowang wedtug
skutecznosci przewidywania aktywnosci. Jako serie treningowg wybratem 14 zwigzkow
0 zrdéznicowanym powinowactwie, tj. 196, 197, 206, 207, 210, 212, 215-220, 222, 224.
W parametrach protokotu zezwolono na przypisywanie przez algorytm réznych promieni
(Variable Tolerances) i istotnosci (Variable Weights) dla poszczegolnych sfer cech
farmakoforowych. Otrzymano pieciopunktowy model sktadajacy sie z AR, PI, HBA i dwdch
obszaréw hydrofobowych HYD i HYD1. Generalnie, przestrzenne rozmieszczenie
zdefiniowanych 4 pierwszych elementéw byto podobne do wczesniejszych hipotez,
a dodatkowy region HYD1 wystepowat w poblizu cechy aromatycznej. Analogicznie jak
w poprzednich eksperymentach, uzyskany model zostat uzupetniony o obszary sterycznie
zabronione (10) za pomoca algorytmu HipHopRefine wykorzystujac pie¢ nieaktywnych
zwigzkow (206, 212, 220, 222, 224).

Rysunek 28. Model 3D QSAR wygenerowany metoda ligand-based design i macierz odlegtosci

AR HBA PI HYD
HBA 4,0
PI 8,5 59
HYD 11,8 9,8 4,3
HYD1 3.4 7.1 11,6 14,4

pomiedzy cechami farmakoforowymi.
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W wyniku mapowania serii treningowej do tak rozbudowanego modelu otrzymano
liniowg zalezno$¢ wyznaczonego powinowactwa (pKi) od dopasowania (FitValue), ze
wspotczynnikiem korelaciji r* = 0,89 (rys. 29A).

Na podstawie rownania pK; = 8,1185(FitValue) + 0,5446 obliczono przewidywang
aktywnosc¢ dla serii treningowej oraz dodatkowo dla 6 testowych zwigzkéw 208, 209, 211,
214, 221 i 223 (rys.29B). Otrzymane rezultaty potwierdzity zatem skutecznosc
przewidywania aktywnosci w odniesieniu do analizowanej grupy pochodnych.
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Rysunek 29. Wykresy zaleznosci miedzy powinowactwem wyznaczonym eksperymentalnie, a A —
parametrem dopasowania do modelu (FitValue) oraz B — obliczong aktywnos$cig pK.

Dodatkowo, wykonano rowniez testowe mapowanie kilku selektywnych ligandéw (63—
66) z zestawu uzytego do konstrukcji wczesniejszych modeli, wybranych z powodu
podobienstwa strukturalnego do otrzymanych w doktoracie pochodnych
arylosulfonamidowych. Przewidziana dla zwigzku 63 wartos¢ powinowactwa byta bardzo
zblizona do eksperymentalnej (pKi ooy = 7,21 VS pKi wyzn) = 7,5), natomiast pochodne 64—66,
czesciowo usztywnione pierscieniem pirolidyny, zostaty ocenione jako nizej aktywne (pKi ob)
= 6,6-6,8 vs pKi wyzn) = 8,5-8,9). Trzeba jednak zaznaczy¢, iz powinowactwo tych zwigzkéw

oznaczono w innych laboratoriach, co moze mieé¢ wptyw na otrzymane wyniki.

3.4.5. Wnioski

Opracowane modele farmakoforowe tj.:

1. zrekonstruowana hipoteza selektywnosci otrzymana wczesniej w ZChL wg podejscia
structure-based,

2. model oparty na metodyce ligand-based i algorytmie Catalyst HipHop,

3. farmakofor z uzyciem protokotu 3D QSAR wykorzystujacy algorytm Catalyst HypoGen
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mimo, ze wygenerowane W wyniku trzech réznych metod definiujg 4 wspolne cechy
farmakoforowe: PIl, AR, HBA i HYD, ktérych ogolne podobienstwo w rozmieszczeniu
przestrzennym obrazuje rysunek 30. Co ciekawe, poréwnanie odlegtosci pomiedzy tymi
cechami (tabela zamieszczona na rysunku 30) wskazuje, na wiekszg zgodnosé dla modeli
structure-based i 3D QSAR opartych na innych zestawach zwigzkow, anizeli structure-based

i ligand-based wykorzystujgcych tg samg grupe ligandéw.

Ostatni model — 3D QSAR jest wzbogacony o dodatkowy obszar HYD1, ktory
wskazuje miejsce potencjalnych, dalszych modyfikacji strukturalnych w grupie pochodnych

perhydroizochinoliny.

Structure- | Ligand- 3D
based based | QSAR
Pl - AR 7,7 79 8,5
Pl - HBA 51 8,1 59
Pl -HYD 4,0 6,1 4,3
AR — HBA 3,7 4.6 4,0
AR -HYD 11,9 13,9 11,8
HBA - HYD 9,4 14,1 9,8

Rysunek 30. Poréwnanie modeli: A — zrekonstruowanego selektywnosci; B — otrzymanego metodg
ligand-based design algorytmem HipHop; C — otrzymanego wg protokotu 3D QSAR algorytmem
Catalyst HypoGen. Na rysunkach przedstawiono dopasowanie do modeli najaktywniejszego zwigzku
215.

W procesie przewidywania powinowactwa, wszystkie modele farmakoforowe, bez
wzgledu na rodzaj metody zastosowanej do ich konstrukcji, prawidtowo oceniaty ligandy
o wysokiej aktywnosci. Jednak proby wykorzystania dwoch pierwszych hipotez, otrzymanych
wg réznych strategii, ale opartych na wspdlnej grupie potaczen, do dyskryminacji badanych
zwigzkdw nie przyniosty spodziewanych rezultatéw. Natomiast ostatnia hipoteza 3D QSAR,

stanowigca  graficzne  podsumowanie  zaleznosci SAR  obserwowanych dla
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arylosulfonamidowych pochodnych perhydroizochinoliny, poprawnie oceniata powinowactwo
tego typu zwigzkow, a wiec moze by¢ dalej wykorzystywana np. do przeszukiwania bibliotek

chemicznych metodg wirtualnego skriningu.
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3.5. Podsumowanie

Badania bedgce przedmiotem niniejszej pracy doktorskiej miaty na celu ustalenie
czynnikow determinujgcych selektywnos¢ oddziatywan pochodnych arylopiperazynowych

i arylosulfonamidowych w stosunku do receptoréw serotoninowych 5-HT1aR i 5-HTR.

Wyniki otrzymane dla analizowanych grup ligandéw (pirolidyny, benzotriazolu i

arylosulfonylopiperydyny) pozwolity ustali¢ co nastepuje:

1. preferencje liniowo rozciggnietej konformacji ligandéow LCAP przez 5-HTAR
w stosunku do 5-HT;R, co oznacza, ze zastosowanie modyfikacji strukturalnych
.Zamrazajacych” takg geometrie zwigzku powinno zapewni¢ pozadang selektywnosé

poprzez wykluczenie powinowactwa do 5-HT/R,;

2. zastosowanie terminalnego fragmentu sulfonamidowego dodatkowo usztywnionego
pierécieniem piperydynowym, (co wymusza lekko zgietg konformacje przy
zachowaniu duzej fleksyjnosci pozostatego fragmentu czgsteczki) ma znaczenie dla
wysokiego powinowactwa do 5-HT;R pochodnych benzizoksazolopiperazyny, jednak
nie eliminuje catkowicie aktywnoséci do 5-HT{sR (jak i innych receptorow

monoaminoergicznych);

°3. istotne znaczenie dla selektywnosci 5-HT; vs 5-HT44 ma brak aromatycznych grup
w poblizu protonowanego atomu azotu (grupa pochodnych perhydroizochinoliny) co
decyduje o specyficznym oddziatywaniu zwigzku gtdwnie w obrebie tzw. selektywnej

czesci kieszeni wigzacej receptora 5-HT5.

Ponadto, skonstruowany w oparciu o strategie ligand-based model farmakoforowy 3D
QSAR rozszerzyt otrzymang wczesniej w podejsciu structure-based hipoteze selektywnosci,
definiujgc obecnos¢ dodatkowego regionu HYD1 zlokalizowanego w poblizu cechy
aromatycznej. Tym samym okreslit miejsce korzystnych dla aktywnosci do 5-HT/R
modyfikacji strukturalnych, tj. dalszg rozbudowe pierscieni arylowych przy uktadzie
sulfonylopiperydyny o podstawniki warunkujgce oddziatywania hydrofobowe. Co wiecej,
model ten potrafit poprawnie ocenia¢ powinowactwo zroznicowanej pod wzgledem
aktywnosci badanej grupy pochodnych co swiadczy, ze moze by¢ dalej wykorzystywany np.

do przeszukiwania bibliotek chemicznych metodg wirtualnego skriningu.

Pakiet oprogramowania Discovery Studio wykorzystany do konstrukcji modeli
farmakoforowych, okazat sie bardzo przystepnym narzedziem, ktére rozszerza warsztat
badawczy chemika syntetyka o techniki modelowania molekularnego stanowigce cenne

uzupetnienie prac eksperymentalnych.
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4.1. Metody otrzymywania badanych zwigzkéw

41.1. Wstep

Temperature topnienia wyznaczono za pomocg aparatu Electrothermal IA9000.
Widma "H NMR wykonano w ZChL (Varian EM-360L, 60 MHz) i w Pracowni Spektroskopii
MRI CMUJ (Varian Mercury-VX, 300 MHz) w roztworze CDCI; lub DMSO, uzywajac TMS
jako wzorzec. Dane spektralne amin odnoszg sie do ich wolnych zasad. Przesuniecia
chemiczne wyrazono w & (ppm), a state sprzezenia J w hercach (Hz). Czystos¢ wszystkich
zwigzkow byta rutynowo sprawdzana za pomocg arkuszy TLC Merck Kieselgel lub Aluminum
Oxide, Neutral 60-F,s,. Chromatografie kolumnowg przeprowadzano, wykorzystujagc Merck
Kieselgel 60 lub Aluminum Oxide 90, Neutral (70-230 mesh). Do badan biologicznych wolne
zasady testowanych zwigzkéw byty przeprowadzane w chlorowodorki (eterowy roztwér
nasycony gazowym HCI) lub fumarany (rownomolowy roztwér kwasu fumarowego
w etanolu). Mase czasteczkowg ustalono na podstawie analizy elementarnej soli
z doktadnoscig +0,4% wzgledem wartosci teoretycznej (Instytut Chemii i Technologii

Organicznej Politechniki Krakowskie;j).

4.1.2. Pochodne pirolidyny

Wyjsciowe 4-(4-arylopiperazyn-1-ylo)butyloaminy otrzymano w oparciu o procedury
opisane przez Glennona i wsp.,® natomiast ich sztywne analogi — 4-(4-arylopiperazyn-1-
ylo)cykloheksyloaminy 159 otrzymano wedlug metody opracowanej w naszym

laboratorium. 2

4.1.2.1. Ogélna procedura otrzymywania zwigzkéw 161-8

Do energicznie mieszanej odpowiedniej 4-(4-arylopiperazyn-1-ylo)butylaminy lub 4-
(4-arylopiperazyn-1-ylo)cykloheksyloaminy (1 mmol) w CHCIl; (9mL) i 20% wodnym
roztworze K,COj3 (9 mL) dodano w jednej porcji chlorek kwasu 4-chloromastowego (2 mmol).
Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 3 godziny, a nastepnie
oddzielono warstwe organiczng i suszono nad bezwodnym MgSO,. Rozpuszczalnik usunieto
pod zmniejszonym cisnieniem, a pozostatos¢ oczyszczono metodg chromatografii

kolumnowe;j.

Otrzymane  4-chloro-N-{4-[4-arylopiperazyn-1-ylo]butylo}- lub  4-chloro-N-{4-[4-

arylopiperazyn-1-ylo]cykloheksylo}butyramidy (1 mmol) rozpuszczono w suchym THF i
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dodawano kroplami do zawiesiny wodorku sodu (0,37 g) w suchym THF (10 mL). Mieszanine
reakcyjng ogrzewano do temperatury 65-75°C przez 6h, a nastepnie po oziebieniu do
temperatury pokojowej umieszczono w tazni lodowej i powoli zgaszono metanolem (10 mL).
Rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, pozostatos¢ zas rozpuszczono
w chloroformie, przemyto nasyconym roztworem NaHCOj; i suszono bezwodnym MgSO,4. W
kohcu, po odparowaniu rozpuszczalnika pod zmniejszonym cisnieniem surowy produkt
oczyszczono metodg chromatografii kolumnowej. Do farmakologicznych badan wolne
zasady byly przeprowadzane w fumarany poprzez potraktowanie réwnomolowg iloscig

kwasu fumarowego w etanolu.

1-[4-(4-Fenylopiperazyn-1-ylo)butylo]pirolidyn-2-on 161 (RB-91)

R: = 0,25 (SiO,, CHCIs/MeOH = 19/1)

o

(\N/\/\/D Z0tty olej
N

O/ J Wydajnos¢ 79%

Analiza "H NMR (60 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.2 (t, J = 8 Hz, 2H, Ar-H), 7.0-6.6 (m, 3H, Ar-H), 3.6-3.0 (m, 8H), 2.8-1.8 (m, 10H),
1.8-1.1 (m, 4H, —CH2—(CH2)2—CH2—).

161 (fumaran): | t.t. 117-9°C Anal. element. (C4gH27N30 - 1.45C4H4O,4 - H,O) C, H, N.

trans-1-[4-(4-Fenylopiperazyn-1-ylo)cykloheksylo]pirolidyn-2-on 162 (RB-106)

o R = 0.21 (SiO,, CHCI3/CH30H = 19/1)
D bezbarwne krysztaty
(\N/O/ Wydajnos¢ 61%
J t.t. 186-8°C

Analiza '"H NMR (300 MHz, CDCl3); & [ppm]:

7.25 (td, J = 7.0, 1.8 Hz, 2H, fenyl H-3 i H-5), 6.92 (dd, J = 8.7, 1.0 Hz, 2H, fenyl H-2
i H-6), 6.84 (tt, J = 7.3, 1.0 Hz, 1H, fenyl H-4), 4.00-3.86 (m, 1H, cykloheksan aks. H-1),
3.33 (t, J = 7.0 Hz, 2H, pirolidyn-2-on H-3 i H-3’), 3.26-3.14 (m, 4H, piperazyna 2CH,),
2.80-2.68 (m, 4H, piperazyna 2CH,), 2.43-2.27 (m, 3H, cykloheksan aks. H-4 i pirolidyn-
2-on H-5 i H-5), 2.08-1.88 (m, 4H, cykloheksan ekw. H i pirolidyn-2-on H-4 i H-4’),
1.88-1.71 (m, 2H, cykloheksan ekw. H), 1.57—1.37 (m, 4H, cykloheksan aks. H).

162 (fumaran): t.t. 217-9°C Anal. element. (CyH29N30 - 0.75C4H,04) C, H, N.
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1-{4-[4-(2-Metoksyfenylo)piperazyn-1-ylo]butylo}pirolidyn-2-on 163 (RB-61)

R: = 0.34 (SiO,, CHCIy/CH;OH = 9/1)

z0Mty olej

Wydajnosc¢ 38%

Analiza "H NMR (60 MHz, CDCl5); & [ppm]:

7.2-6.7 (m, 4H, Ar-H), 3.8 (s, 3H, OCH3), 3.6-2.8 (m, 8H), 2.8-1.8 (m, 10H), 1.7-1.1 (m,
4H, —CHp—(CH,),~CH,-).

163 (fumaran):

t.t. 131-3°C | Anal. element. (C19H29N302 : 125C4H404 ' HQO) C, H, N.

trans-1-{4-[4-(2-Metoksyfenylo)piperazyn-1-ylojcykloheksylo}pirolidyn-2-on 164 (RB-99)

R = 0.23 (SiO,, CHCI3/CH3OH = 19/1)

bezbarwne krysztaty

Wydajnos¢ 70%

t.t. 180-2°C

Analiza 'H NMR (300 MHz, CDCl5); 5 [ppm:

7.03-6.87 (m, 3H, fenyl H-3, H-4 i H-5), 6.85 (dd, J = 7.7, 1.3 Hz, 1H, fenyl H-6),
4.00-3.84 (m, 1H, cykloheksan aks. H-1), 3.86 (s, 3H, OCHs;), 3.33 (t, J = 6.9 Hz, 2H,
pirolidyn-2-on H-3 i H-3’), 3.18-3.02 (m, 4H, piperazyna 2CH,), 2.86-2.72 (m, 4H,
piperazyna 2CH;), 2.44-2.28 (m, 3H, cykloheksan aks. H-4 i pirolidyn-2-on H-5 i H-5),
2.10-1.95 (m, 4H, cykloheksan ekw. H i pirolidyn-2-on H-4 i H-4’), 1.87-1.52 (m, 2H,
cykloheksan ekw. H), 1.58-1.38 (m, 4H, cykloheksan aks. H).

164 (fumaran):

t.t. 217-9°C

Anal. element. (C21H3:N350 - 1.5C4H404) C, H, N.
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1-{4-[4-(3-Chlorofenylo)piperazyn-1-ylo]butylo}pirolidyn-2-on 165 (RB-63)

(\N/\/\/D

(o]] N\)
o

R = 0.18 (SiO,, CHCI3/CH3OH = 19/1)

bezbarwne krysztaty

Wydajnos¢ 74%

t.t. 80—2°C

Analiza "H NMR (60 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.1 (t, J = 8 Hz, 1H, Ar-H.), 6.9-6.5 (m, 3H, Ar-H.), 3.7-2.8 (m, 8H), 2.8-1.8 (m, 10H),

1.7-1.1 (m, 4H, —CH2—(CH2)2—CH2—).

165 (fumaran): t.t. 126-8°C

Anal. element. (C13H26N3OC| : C4H404) C, H, N.

trans-1-{4-[4-(3-Chlorofenyl)piperazyn-1-yljcykloheksyl}pirolidyn-2-on 166 (RB-114)

R = 0.19 (SiO,, CHCI3/CH3OH = 19/1)

bezbarwne krysztaty

Wydajnos¢ 50%

t.t. 170-2°C

Analiza 'H NMR (300 MHz, CDCl5); 5 [ppm:

7.15 (t, J = 8.1 Hz, 1H, fenyl H-5), 6.86 (t, J = 2.2 Hz, 1H, fenyl H-2), 6.82-6.74 (m, 2H,
fenyl H-4 i H-6), 4.00-3.88 (m, 1H, cykloheksan aks. H-1), 3.33 (t, J = 6.9 Hz, 2H,
pirolidyn-2-on H-3 i H-3’), 3.28-3.14 (m, 4H, piperazyna 2CH,), 2.82-2.64 (m, 4H,
piperazyna 2CH,), 2.43-2.28 (m, 3H, cykloheksan aks. H-4 i pirolidyn-2-on H-5 i H-5’),
2.07-1.91 (m, 4H, cykloheksan ekw. H i pirolidyn-2-on H-4 i H-4’), 1.87-1.72 (m, 2H,
cykloheksan ekw. H), 1.57-1.37 (m, 4H, cykloheksan aks. H).

166 (fumaran): t.t. 206-8°C

Anal. element. (C20H28N3OC| : 11C4H404) C, H, N.
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1-{4-[4-(3-Trifluorometylofenylo)piperazyn-1-ylo]butylo}pirolidyn-2-on 167 (RB-97)

R = 0.16 (SiO,, CHCIy/CH;OH = 19/1)

‘/\N/\/\/D zotty olej
<

Wydajnosc¢ 33%

Analiza "H NMR (60 MHz, CDCl5); & [ppm]:

755-6.8 (m, 4H, Ar-H.), 3.5-3.0 (m, 8H), 2.7-1.7 (m, 10H), 1.7-1.1 (m, 4H,
—CH;—(CH>)>—CHz-).

167 (fumaran): t.t. 165-7°C Anal. element. (C19H26N3OF3 ' 16C4H404) C, H, N.

trans-1-{4-[4-(3-Trifluorometylofenylo)piperazyn-1-yloJcykloheksylo}pirolidyn-2-on 168

(RB-101)

R = 0.27 (SiO,, CHCIy/CH;OH = 19/1)

D bezbarwne krysztaty

F e O/O/ Wydajnosé 53%
N
FKQ/ Lt 162-4°C

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.33 (t, J = 7.9 Hz, 1H, fenyl H-5), 7.10 (s, 1H, fenyl H-2), 7.12-7.01 (m, 2H, fenyl H-4
i H-6), 4.02-3.87 (m, 1H, cykloheksan aks. H-1), 3.33 (t, J = 7.0 Hz, 2H, pirolidyn-2-on
H-3 i H-3’), 3.30-3.18 (m, 4H, piperazyna 2CH,), 2.82-2.66 (m, 4H, piperazyna 2CH,),
2.44-2.28 (m, 3H, cykloheksan aks. H-4 i pirolidyn-2-on H-5 i H-5’), 2.08-1.92 (m, 4H,
cykloheksan ekw. H i pirolidyn-2-on H-4 i H-4’), 1.88-1.73 (m, 2H, cykloheksan ekw. H),
1.58-1.38 (m, 4H, cykloheksan aks. H).

168 (fumaran): t.t. 215-7°C Anal. element. (C21 H23N3OF3 ' C4H404) C, H, N.
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4.1.2.2. Ogdlna procedura otrzymywania zwiazkéw 169-76

Do mieszanego i ogrzewanego do 60°C roztworu odpowiednich 1-arylo-4-[4-(2-

ftalimido)butylo]piperazyny® lub 1-arylo-4-[4-(2-ftalimido)cykloheksylo]piperazyny'*?

(1 mmol)
w lodowatym kwasie octowym (2.26 g) dodano w jednej porcji pyt cynkowy (5.5 mmol).
Mieszanine reakcyjng mieszano i ogrzewano do wrzenia przez 1h, nastepnie odsgczono i
przemyto lodowatym kwasem octowym. Nastepnie mieszanine zageszczono pod
zmniejszonym cisnieniem, zalkalizowano nasyconym roztworem NaHCO; i ekstrahowano
CHCI; (3 x 30 mL). Potaczone ekstrakty przemyto nasyconym roztworem NaHCOj;, wodg i
suszono bezwodnym MgSO,. Po odparowaniu rozpuszczalnika pod zmniejszonym
ciSnieniem  pozostatoS¢ oczyszczono metodg chromatografii  kolumnowej. Do
farmakologicznych badan wolne zasady przeprowadzono w chlorowodorki poprzez

potraktowanie eterowym roztworem nasyconym gazowym HCI.

2-[4-(4-Fenylopiperazyn-1-ylo)butylo]-2, 3-dihydroizoindol-1-on 169 (RB-94)

R: = 0.34 (SiO,, CHCI5/CH;OH = 19/1)

(o]
O /\/\/N; >/: z0Mty olej
N
O/ Wydajnosé 44%

Analiza "H NMR (60 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.9-7.6 (m, 1H, Ar-H), 7.6-7.0 (m. 5H, Ar-H), 7.0-6.6 (m, 3H, Ar-H), 4.3 (s, 2H,
dihydroizoindol-1-on CHy), 3.6 (t, J = 6 Hz, 2H, —CH,— dihydroizoindol-1-on), 3.3—-2.9 (m,
4H, piperazyna 2CH,), 2.8-2.0 (m, 6H, piperazyna 2CH, i —-CH,—piperazyna), 2.0-1.3 (m,
4H, —CH,—(CH3),—CH2-).

169 (chlorowodorek): | t.t. 224—6°C Anal. element. (Cy2H27N30 - 2HCI) C, H, N.
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trans-2-[4-(4-Fenylopiperazyn-1-ylo)cykloheksylo]-2,3-dihydroizoindol-1-on 170 (RB-104)

R = 0.14 (SiO,, CHCI3/CH3OH = 97/3)

(o]
2@ bezbarwne krysztaty
‘/\N/O/ Wydajnos¢ 51%

N
©/ - t.t. 218-20°C

Analiza 'H NMR (300 MHz, CDCl5); 5 [ppm:

7.86 (dd, J = 6.5, 1.7 Hz, 1H, dihydroizoindol-1-on H-7), 7.56-7.42 (m, 3H,
dihydroizoindol-1-on H-4, H-5 i H-6), 7.26 (t, J = 7.2 Hz, 2H, fenyl H-3 i H-5), 6.94 (d,
J = 8.7 Hz, 2H, fenyl H-2 i H-6), 6.86 (t, J = 7.3 Hz, 1H, fenyl H-4), 4.35 (s, 2H,
dihydroizoindol-1-on CH,), 4.32—4.18 (m, 1H, cykloheksan aks. H-1), 3.30-3.16 (m, 4H,
piperazyna 2CH,), 2.85-2.71 (m, 4H, piperazyna 2CH,), 2.50-2.36 (m, 1H, cykloheksan
aks. H-4), 2.16-1.90 (m, 4H, cykloheksan ekw. H), 1.70-1.48 (m, 4H, cykloheksan aks.
H).

170 (chlorowodorek): | t.t. 255-7°C Anal. element. (C4H29N30 - 2HCI) C, H, N.

2-{4-[4-(2-Metoksyfenylo)piperazyn-1-ylo]butylo}-2,3-dihydroizoindol-1-on 171 (RB-82)

R: = 0.37 (Al,03, ACOEY)

(o]
ocH, (\N /\/\/2@ z0fty olej
S

Wydajnos¢ 38%

Analiza "H NMR (60 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.9-76 (m, 1H, Ar-H), 7.5-71 (m. 3H, Ar-H), 6.8 (s, 4H, Ar-H), 4.3 (s, 2H,
dihydroizoindol-1-on CHy), 3.7 (s, 3H, OCHy), 3.6 (t, J = 6 Hz, 2H, —CH,—dihydroizoindol-
1-on), 3.2-2.7 (m, 4H, piperazyna 2CH,), 2.7-2.1 (m, 6H, piperazyna 2CH, i —CH,—
piperazyna), 1.8—1.3 (m, 4H, —-CH,—(CH,)—CHy-).

171 (chlorowodorek): | t.t. 227-9°C | Anal. element. (Cz3H29N30, - 2HCI - 0.25H,0) C, H, N.
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trans-2-{4-[4-(2-Metoksyfenylo)piperazyn-1-ylojcykloheksylo}-2,3-dihydroizoindol-1-on 172

(RB-95)

R = 0.31 (SiO,, CHCIy/CH3OH = 19/1)

(o]
z@ bezbarwne krysztaty
/O/ Wydajnos¢ 87%
OCH, N
G/Q

t.t. 162—-4°C

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.85 (d, J = 6.9 Hz, 1H, dihydroizoindol-1-on H-7), 7.57-7.41 (m, 3H, dihydroizoindol-1-on
H-4, H-5 i H-6), 7.05-6.89 (m, 3H, fenyl H-3, H-4 i H-5), 6.87 (d, J = 7.9 Hz, 1H, fenyl
H-6), 4.35 (s, 2H, dihydroizoindol-1-on CH,), 4.33—4.18 (m, 1H, cykloheksan aks. H-1),
3.87 (s, 3H, OCH3), 3.30-3.05 (m, 4H, piperazyna 2CH,), 2.98-2.80 (m, 4H, piperazyna
2CH,), 2.60-2.44 (m, 1H, cykloheksan aks. H-4), 2.22-2.07 (m, 2H, cykloheksan ekw. H),
2.07-1.92 (m, 2H, cykloheksan ekw. H), 1.71-1.50 (m, 4H, cykloheksan aks. H).

172 (chlorowodorek): | t.t. 258—-60°C Anal. element. (Cz5H31N3O - 2HCI - H,O) C, H, N.

2-{4-[4-(3-Chlorofenylo)piperazyn-1-ylo]butylo}-2,3-dihydroizoindol-1-on 173 (RB-89)

R = 0.10 (SiO,, CHCIy/CH3OH = 49/1)

o@ bezbarwne krysztaty
‘/\N/\/\/N

J Wydajnosé¢ 52%

Cl N
\©/ tt. 111-3°C

Analiza "H NMR (60 MHz, CDCls); & [ppm]:

8.0-7.7 (m, 1H, Ar-H), 7.6-7.0 (m, 4H, Ar-H), 7.0-6.6 (m, 3H, Ar-H), 4.3 (s, 2H,
dihydroizoindol-1-on CH,), 3.6 (t, J = 6 Hz, 2H, —CH,—dihydroizoindol-1-on), 3.3-2.9 (m,
4H, piperazyna 2CH,), 2.7-2.2 (m, 6H, piperazyna 2CH, i —-CH>—piperazyna), 1.9-1.3 (m,
4H, —CH,—(CH,)>—CH>-).

173 (chlorowodorek): | t.t. 209-11°C Anal. element. (C2,HxNsOCI - HCI) C, H, N.
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trans-2-{4-[4-(3-Chlorofenyl)piperazyn-1-yljcykloheksyl}-2,3-dihydroizoindol-1-on 174

(RB-111)

R = 0.32 (SiO,, CHCIy/CH;OH = 19/1)

o
z@ bezbarwne krysztaty
(\N/O/ Wydajnos¢ 78%

Cl N
\©/ -~ t.t. 214-6°C

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.89 (dd, J = 6.7, 1.8 Hz, 1H, dihydroizoindol-1-on H-7), 7.59-7.46 (m, 3H,
dihydroizoindol-1-on H-4, H-5 i H-6), 7.19 (t, J = 8.1 Hz, 1H, fenyl H-5), 6.91 (t, J = 2.1
Hz, 1H, fenyl H-2), 6.86-6.79 (m, 2H, fenyl H-4 i H-6), 4.38 (s, 2H, dihydroizoindol-1-on
CH,), 4.35-4.22 (m, 1H, cykloheksan aks. H-1), 3.30-3.18 (m, 4H, piperazyna 2CH,),
2.82-2.72 (m, 4H, piperazyna 2CH,), 2.50-2.40 (m, 1H, cykloheksan aks. H-4),
2.16—-1.95 (m, 4H, cykloheksan ekw. H), 1.76—1.50 (m, 4H, cykloheksan aks. H).

174 (chlorowodorek): | t.t. 269-71°C | Anal. element. (C24H2sN3OCI - HCI - 0.8H,0) C, H, N.

2-{4-[4-(3-Trifluorometylofenylo)piperazyn-1-ylo]Jbutylo}-2,3-dihydroizoindol-1-on 175 (RB-92)

R = 0.21 (SiO, AcCOEt/CH;OH = 9/1)

o
. (\N /\/\/Ni >/: Zz0Mty olej

F
N
F)<©/ ~ Wydajnos¢ 34%

Analiza "H NMR (60 MHz, CDCl5); & [ppm]:

7.9-7.6 (m, 1H, Ar-H), 7.7-7.2 (m, 3H, Ar-H), 7.2-6.8 (m, 4H, Ar-H), 4.3 (s, 2H,
dihydroizoindol-1-on CH,), 3.6 (t, J = 6 Hz, 2H, —CH,—dihydroizoindol-1-on), 3.3-2.9 (m,
4H, piperazyna 2CH,), 2.7-2.0 (m, 6H, piperazyna 2CH, i —-CH>—piperazyna), 2.0-1.3 (m,
4H, —CH,—(CH,)>—CH>-).

175 (chlorowodorek): | t.t. 203-5°C | Anal. element. (C23H2sN3OF; - HCI - 0.25H,0) C, H, N.
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trans-2-{4-[4-(3-Trifluorometylofenylo)piperazyn-1-ylojcykloheksylo}-2,3-dihydroizoindol-1-on

176 (RB-102)

R = 0.18 (SiO,, CHCIy/CH;OH = 97/3)

o
2@ bezbarwne krysztaty
. (\N/O/ Wydajnos¢ 81%

F
N
FK©/ -~ t.t. 187—8°C

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.85 (dd, J = 6.9, 1.8 Hz, 1H, dihydroizoindol-1-on H-7), 7.56-7.42 (m, 3H,
dihydroizoindol-1-on H-4, H-5 i H-6), 7.34 (t, J = 7.9 Hz, 1H, fenyl H-5), 7.11 (s, 1H, fenyl
H-2), 7.10-7.02 (m, 2H, fenyl H-4 i H-6), 4.35 (s, 2H, dihydroizoindol-1-on CHy),
4.33-4.18 (m, 1H, cykloheksan aks. H-1), 3.33-3.20 (m, 4H, piperazyna 2CH,),
2.87-2.70 (m, 4H, piperazyna 2CH,), 2.51-2.35 (m, 1H, cykloheksan aks. H-4),
2.15-1.91 (m, 4H, cykloheksan ekw. H), 1.70-1.47 (m, 4H, cykloheksan aks. H).

176 (chlorowodorek): | t.t. 259-61°C Anal. element. (C25H2sN30F3 - HCI - H,0) C, H, N.
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4.1.3. Pochodne benzotriazolu

4.1.3.1. Procedura otrzymywania pochodnych: 179, 180, 182 i 183

Mieszanine 71H-benzotriazolu (11 mmol) i 2-cykloheksen-1-onu (10 mmol) w Et,0O
(30 mL) mieszano w temperaturze pokojowej przez 6h. Nastepnego dnia do mieszaniny
reakcyjnej dodano roztwor 1-(2-metoksyfenylo)piperazyny (10 mmol) w Et,O (10 mL) oraz
kolejng porcje 1H-benzotriazolu (11 mmol). Po 6h mieszania odsgczono produkt posredni,
przemyto Et,O i zawieszono w dioksanie (50 mL). Otrzymang zawiesine potraktowano
NaBH, (6.25 mmol), a nastepnie po ogrzewaniu do wrzenia przez 5h, pozostawiono w
temperaturze pokojowej do nastepnego dnia. Mieszanine reakcyjna wylano na 16d i
ekstrahowano CHCI;. Potgczone organiczne warstwy przemyto wodg i suszono bezwodnym
MgSO,. Nastepnie usunieto rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem, a pozostatosc
oczyszczono metodg chromatografii kolumnowej (Al,Os;, AcOEt/heksan = 1/3). Dalsze
oczyszczanie i izolacje poszczegoélnych izomeréw przeprowadzono na chromatotronie (SiO,,
AcOEt/heksan = 1/1).

cis-1-{3-[4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-ylo)cykloheksylo]-1H-benzo[d][1,2,3}triazol 179

(MP-272)

R: = 0.24 (Al,O3, AcOEt/heksan = 1/3)

OCH, N/O\N/Q jasnozotty olej
CVNQ '

N§N

Wydajnosc¢ 35%

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

8.10 (dt, J = 8.3, 0.9, 1H, benzotriazol H-4), 7.61 (dt, J = 8.2, 0.9, 1H, benzotriazol H-7),
7.50 (td, J=7.4, 1.1, 1H, benzotriazol), 7.40 (td, J = 7.6, 1.1, 1H, benzotriazol), 7.06—6.91
(m, 3H, aryl H-3, H-4 i H-5), 6.88 (dd, J = 7.7, 1.1, 1H, aryl H-6), 4.79 (tt, J = 11.8, 4.2,
1H, cykloheksan aks. H-3), 3.88 (s, 3H, OCHs;), 3.22-3.05 (m, 4H, piperazyna 2CHy,),
2.95-2.80 (m, 4H, piperazyna 2CH,), 2.72 (t, J = 11.3, 1H, cykloheksan aks. H-1), 2.49
(szeroki d, 1H, cykloheksan), 2.35-2.06 (m, 5H, cykloheksan), 1.68-1.42 (m, 2H,
cykloheksan).

179 (chlorowodorek): | t.t. 186-8°C Anal. element. (Cy3H29N50 - 2HCI) C, H, N.
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trans-1-{3-[4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-ylo)cykloheksylo]-1H-benzo[d][1, 2, 3}triazol 180

(272-RB-3B)

R: = 0.38 (Al,O3, AcOEt/heksan = 1/3)

/O\ bezbarwne krysztaty
OCH, N N/Q

Wydajnosc¢ 3.3%

N§N

t.t. 130-132°C

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

8.10 (d, J = 8.5, 1H, benzotriazol H-4), 7.59 (d, J = 8.2, 1H, benzotriazol H-7), 7.50 (id,
J=7.1,1.1, 1H, benzotriazol), 7.39 (td, J = 7.6, 1.1, 1H, benzotriazol), 7.09-6.94 (m, 3H,
aryl H-3, H-4 i H-5), 6.91 (dd, J = 7.7, 1.4, 1H, aryl H-6), 5.28-5.16 (m, 1H, cykloheksan
ekw. H-3), 3.90 (s, 3H, OCHj3), 3.26-3.08 (m, 4H, piperazyna 2CH,), 2.90-2.70 (m, 5H,
piperazyna 2CH,, cykloheksan aks. H-1), 2.48-2.36 (m, 2H, cykloheksan), 2.36-2.15 (m,
2H, cykloheksan), 2.12-2.00 (m, 1H, cykloheksan), 2.00-1.88 (m, 1H, cykloheksan),
1.88-1.78 (m, 1H, cykloheksan), 1.78-1.66 (m, 1H, cykloheksan).

180 (chlorowodorek): | t.t. 169—71°C | Anal. element. (C3H29N50 - 2HCI - 0.3H,0) C, H, N.

cis-2-{3-[4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-yloJcykloheksylo}-2H-benzo[d][1, 2, 3]triazol 182

(272-RB-1E)

R; = 0.48 (Al,O3, AcOEt/heksan = 1/3)

OCH, N/O\N/N\ jasnozotty olej
|
N ﬂ
©/ Wydajnosc 4.1%

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCl3); & [ppm]:

7.94-7.87 (m, 2H, benzotriazol H-4 i H-7), 7.45-7.38 (m, 2H, benzotriazol H-5 i H-6),
7.06-6.91 (m, 3H, aryl H-3, H-4 i H-5), 6.85 (dd, J = 7.8, 1.2, 1H, aryl H-6), 4.88 (it,
J = 12.0, 3.8, 1H, cykloheksan aks. H-3), 3.89 (s, 3H, OCHj), 3.20-3.04 (m, 4H,
piperazyna 2CH,), 2.94-2.80 (m, 4H, piperazyna 2CH,), 2.71 (t, J = 115, 1H,
cykloheksan aks. H-1), 2.62 (szeroki d, 1H, cykloheksan), 2.36 (br d, 1H, cykloheksan),
2.25-1.96 (m, 4H, cykloheksan), 1.66—1.40 (m, 2H, cykloheksan).

182 (chlorowodorek): | t.t. 242—4°C | Anal. element. (C23H29Ns0 - 2HCI - 0.3H,0) C, H, N.
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trans-2-{3-[4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-yloJcykloheksylo}-2H-benzo[d][1,2, 3]triazol 183

(272-RB-1D)

R; = 0.57 (Al,03, AcOEt/heksan = 1/3)

OCH, N/O\N/N jasnozétty olej

~ R0
Wydajnos¢ 1.8%

Analiza 'H NMR (300 MHz, CDCl3); 5 [ppml:

7.94-7.87 (m, 2H, benzotriazol H-4 i H-7), 7.45-7.37 (m, 2H, benzotriazol H-5 i H-6),
7.08-6.93 (m, 3H, aryl H-3, H-4 i H-5), 6.90 (dd, J = 7.5, 1.5, 1H, aryl H-6), 5.35-5.22 (m,
1H, cykloheksan ekw. H-3), 3.90 (s, 3H, OCHj;), 3.32-3.05 (m, 4H, piperazyna 2CHy,),
2.96-2.65 (m, 5H, piperazyna 2CH, i cykloheksan aks. H-1), 2.55-2.40 (m, 2H,
cykloheksan), 2.40-2.20 (m, 2H, cykloheksan), 2.10-1.82 (m, 2H, cykloheksan),
1.82—-1.62 (m, 2H, cykloheksan).

183 (chlorowodorek): | t.t. 181-3°C | Anal. element. (C23H29N50 - 2HCI - 0.6H,0) C, H, N.

4.1.3.2. Procedura otrzymywania pochodnych 185, 186, 188 i 189

Mieszanine  5,6-dimetylo-1H-benzotriazolu (12 mmol) i 2-cykloheksen-1-onu
(11 mmol) w Et,O (30 mL) mieszano i ogrzewano do wrzenia przez 6h. Nastepnego dnia do
mieszaniny reakcyjnej dodano roztwér 1-(2-metoksyfenylo)piperazyny (10 mmol) w MeOH
(10 mL) oraz kolejng porcje 5,6-dimetylo-7H-benzotriazolu (11 mmol). Po 6h mieszania
odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym cidnieniem, a pozostatosé zawieszono w
dioksanie (100 mL). Otrzymang zawiesine potraktowano NaBH, (6.25 mmol), a nastepnie po
ogrzewaniu do wrzenia przez 5h, pozostawiono w temperaturze pokojowej do nastepnego
dnia. Mieszanine reakcyjng wlano do 10% roztworu NaOH (40 mL) i ekstrahowano CHClIs.
Potaczone organiczne warstwy przemyto wodg i suszono bezwodnym MgSO,. Nastepnie
usunieto rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem, a pozostatos¢ oczyszczono metodg
chromatografii kolumnowej (Al,O3;, AcOEt/heksan = 1/3). Dalsze oczyszczanie i izolacje
poszczegoélnych izomerdw przeprowadzono na chromatotronie (SiO,, AcOEt/heksan = 1/1) i
preparatywnych ptytkach TLC (Al,O3;, AcOEt/heksan = 1/3).
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cis-1-{3-[4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-yloJcykloheksylo}-5,6-dimetylo-1H-

benzo[d][1,2,3]triazol 185 (RB-117A)

R: = 0.15 (Al,O3, AcOEt/heksan = 1/3)

bezbarwne krysztaty
CH,
OCH, O« N Wydajno$¢ 22.6%

t.t. 164-6°C

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.78 (s, 1H, benzotriazol H-4); 7.32 (s, 1H, benzotriazol H-7); 7.05-6.81 (m, 3H, fenyl
H-3, H-4 i H-5); 6.85 (d, J = 7.7, 1H, fenyl H-6); 4.70 (tt, J = 11.7, 4.2, 1H, cykloheksan
H-3); 3.85 (s, 3H, OCHs); 3.20-3.06 (m, 4H, piperazyna 2CH,); 2.95-2.80 (m, 4H,
piperazyna 2CH,); 2.80-2.67 (m, 1H, cykloheksan H); 2.53-2.36 (m, 7H, cykloheksan H);
2.30-2.02 (m, 5H, cykloheksan H); 1.64—1.40 (m, 2H, cykloheksan H).

185 (chlorowodorek): | t.t. 205-7°C Anal. element. (Cz5H33NsO - 2HCI - 2H,0) C, H, N.

trans-1-{3-[4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-yloJcykloheksylo}-5,6-dimetylo-1H-

benzo[d][1,2,3]triazol 186 (RB-117B)

R; = 0.28 (Al,0O3, AcOEt/heksan = 1/3)

CH, ' 76ty olej
ocH, (\N/O\N /Q/ jasnozo
©/ \) I

Wydajnos¢ 1.2%

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCl3); & [ppm]:

7.79 (s, 1H, benzotriazol H-4), 7.29 (s, 1H, benzotriazol H-7), 7.06-6.90 (m, 3H, aryl H-3,
H-4 i H-5), 6.87 (dd, J = 7.8, 1.4, 1H, aryl H-6), 5.18-5.06 (m, 1H, cykloheksan ekw. H-3),
3.86 (s, 3H, OCH3), 3.26-3.10 (m, 4H, piperazyna 2CH.), 2.90-2.70 (m, 5H, piperazyna
2CH, i cykloheksan aks. H-1), 2.48-2.30 (m, 8H, 2CHj; i cykloheksan), 2.28-2.08 (m, 2H,
cykloheksan), 2.06-1.95 (m, 1H, cykloheksan), 1.95-1.83 (m, 1H, cykloheksan),
1.83—-1.65 (m, 2H, cykloheksan).

186 (chlorowodorek): | t.t. 114-6°C | Anal. element. (Cz5H33Ns0 - 2HCI - 0.5H,0) C, H, N.
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cis-2-{3-[4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-yloJcykloheksylo}-5,6-dimetylo-2H-

benzo[d][1,2,3]triazol 188 (RB-117C)

R: = 0.38 (Al,O3, AcOEt/heksan = 1/3)

bezbarwne krysztaty

Wydajnosc¢ 6.0%

t.t. 131-3°C

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

2H, cykloheksan).

7.58 (s, 2H, benzotriazol H-3 i H-6), 7.03-6.86 (m, 3H, aryl H-3, H-4 i H-5), 6.84 (dd,
J=17.9, 1.3, 1H, aryl H-6), 4.78 (it, J = 11.9, 3.7, 1H, cykloheksan aks. H-3), 3.84 (s, 3H,
OCHj3;), 3.16-3.08 (m, 4H, piperazyna 2CH,), 2.90-2.80 (m, 4H, piperazyna 2CH,),
2.74-2.62 (m, 1H, cykloheksan aks. H-1), 2.60-2.54 (m, 1H, cykloheksan), 2.38 (s, 6H,
2CHg), 2.32-2.26 (m, 1H, cykloheksan), 2.20-1.90 (m, 4H, cykloheksan), 1.60-1.38 (m,

188 (chlorowodorek):

t.t. 222-4°C

Anal. element. (Co5H33Ns0 - 2HCI) C, H, N.

trans-2-{3-[4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-yloJcykloheksylo}-5,6-dimetylo-2H-

benzo[d][1,2,3]triazol 189 (RB-117D)

R: = 0.49 (Al,O3, AcOEt/heksan = 1/3)

bezbarwne krysztaty

Wydajnosc¢ 1.4%

t.t. 126-8°C

Analiza 'H NMR (300 MHz, CDCl5); 5 [ppm:

7.59 (s, 2H, benzotriazol H-3 i H-6), 7.05-6.89 (m, 3H, aryl H-3, H-4 i H-5), 6.86 (d,
J = 7.4, 1H, aryl H-6), 5.25-5.13 (m, 1H, cykloheksan ekw. H-3), 3.85 (s, 3H, OCHj),
3.23-3.00 (m, 4H, piperazyna 2CH,), 2.95-2.60 (m, 5H, piperazyna 2CH, i cykloheksan
aks. H-1), 2.50-2.22 (m, 9H, 2CH; i cykloheksan), 2.22-2.10 (m, 1H, cykloheksan),
2.00-1.82 (m, 2H, cykloheksan), 1.78-1.57 (m, 2H, cykloheksan).

189 (chlorowodorek):

t.t. 207-9°C

Anal. element. (Cz5H33NsO - 2HCI) C, H, N.
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4.1.4. Pochodne sulfonamidowe

Wyjsciowy 3-(piperazyn-1-ylo)benzo[d]izoksazol 198 (RB-128) otrzymano w oparciu o

metody opisane przez Friary’ego i wsp."*® oraz Yevicha i wsp.'°

Etap 1. Do salicylanu metylu (0.13 mol) dodano 400 ml 0.5 M etanolowego roztworu NH,OH
- HCI. Nastepnie dodano 80 ml 6M roztworu NaOH. Ogrzewano do wrzenia przez 1h. Po
oziebieniu mieszaniny do temperatury pokojowej odparowano rozpuszczalnik, do
pozostatosci dodano 1M HCI az do wytrgcenia sie osadu (z roztworu zasadowego).
Rozpuszczono osad w etanolu i odsgczono nierozpuszczalng pozostatosé. Zobojetniono

przesacz do odczynu obojetnego i odsgczono wytrgcony osad.

2,N-Dihydroksybenzamid (RB-123)

bezbarwne ciato state

HO._
N Wydajnos¢ 69%
HO

t.t. 168-170°C

Etap 2. Roztwér karbonylodiimidazolu (52 mmol) w THF (75 ml) dodano do wrzacego
roztworu RB-123 (26 mmol) w THF (53 ml). Otrzymang mieszanine ogrzewano do wrzenia
przez 1h. Oziebiono do temperatury pokojowej i odparowano rozpuszczalnik. Pozostato$é
rozpuszczono w wodzie. Roztwér oziebiono na tazni lodowej i zakwaszono stezonym HCI do

pH = 2. Wytrgcony osad odsaczono i krystalizowano z octanu etylu.

Benzo[d]izoksazol-3(2H)-on (RB-125)

R = 0.33 (SiO,, CHCI3/CH30H = 9/1)
(o] .
bezbarwne ciato state
HN\
° Wydajno$é 52%
t.t. 132-3°C

Etap 3. Do roztworu RB-125 (1 mmol) w POCI; (10 ml) dodano stopniowo EtzN (1 mmol)
i ogrzewano do wrzenia przez 16h. Nastepnie odparowano POCI; na wyparce prézniowej, do

pozostatosci dodano pokruszony 16d, NH3 aqg. i chloroform. Oddzielono organiczng frakcje
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4. Metodyka

i przemyto chloroformem. Potaczone organiczne warstwy odparowano na wyparce

prézniowe;.

3-Chlorobenzo[d]izoksazol (RB-127)

R: = 0.67 (SiO,, CHCl,)

N%j@ 26ty olej
(o]

Wydajnosc¢ 52%

Etap 4. Zwigzek 198 (RB-128, 1 mmol) doktadnie zmieszano z rozdrobniong piperazyng
(10 mmol) i zgrzewano w temperaturze 130°C przez 2h. Nastepnie gorgcg mieszanine wlano
do wody (50 ml), dodano 50% roztwér NaOH (2 mmol) i ekstrahowano chloroformem
(3 x 50 ml). Osuszono warstwe organiczng bezwodnym MgSQO, i odparowano rozpuszczalnik
pod zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt oczyszczono metoda chromatografii

kolumnowe;j.

3-(Piperazyn-1-ylo)benzo[d]izoksazol 198 (RB-128)

R: = 0.27 (SiO,, CHCI5/CH3OH = 9/1)

H
63 bezbarwne ciato state

N Wydajno$¢ 65%
7

N o
ij@ t.t. 85-7°C

Analiza "H NMR (60 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.8-7.0 (m, 4H, aromat.), 3.8-3.3 (m, 4H, piperazyna 2CH), 3.3-2.8 (m, 4H, piperazyna
2CH,), 2.2-1.8 (szeroki s, 1H, NH).

4.1.4.1. Procedura otrzymywania zwigzkéw 191 i 192

Mieszanine 198 (1 mmol), 1,4-dibromobutanu (1.1 mmol), bezwodnego K,CO;
(2.4 mmol) i katalitycznej ilosci eteru 18-korona-6 w 95% etanolu ogrzewano do wrzenia 24h.
Nastepnie odsgaczono na goragco i odparowano pod zmniejszonym cisnieniem do 1/3

objetosci poczatkowej. Oziebiono, a wytrgcony osad odsgczono i suszono pod lampa.
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Bromek 8-(benzo[d]izoksazol-3-yl)-8-aza-5-azoniospiro[4,5]dekanu (RB-130)

R: = 0.12 (SiO,, CHCI5/CH;0H = 9/1)

Q Br bezbarwne ciato state

&3 Wydajnos¢ 66%

N%t][::] tt. 254-6°C
(o]

Analiza "H NMR (60 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.9-6.8 (m, 4H, aromat.), 4.7-3.4 (m, 8H, 4CH,), 3.1-2.0 (m, 4H, 2CH,), 2.0-1.5 (m, 4H,
2CH,).

Otrzymany RB-130 (1 mmol) dodano do mieszaniny ftalimidu (1 mmol), bezwodnego
K2COs3 (1.1 mmol), katalitycznej ilosci eteru 18-korona-6 w ksylenie i ogrzewano do wrzenia
22h. Nastepnie odsgczono na gorgco i odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Surowy

produkt oczyszczono metodg chromatografii kolumnowe;.

2-{4-[4-(Benzo[d]izoksazol-3-yl)piperazyn-1-ylo]butylo}izoindolin-1,3-dion 191 (RB-131)

R: = 0.36 (SiO», CHCI5/CH;OH = 49/1)

jasnozotty olej

(\
<i;>\w/"\«J ° Wydajnosc 97%

Analiza "H NMR (60 MHz, CDCls); & [ppm]:

8.0-7.6 (m, 5H, aromat.), 7.6-7.0 (m, 3H, aromat.), 3.9-3.4 (m, 6H, piperazyna 2CH,
i tancuch alkilowy CH,), 2.9-2.3 (m, 6H, piperazyna 2CH, i farncuch alkilowy CHy), 2.0-1.2
(m, 4H, tahcuch alkilowy 2CH,).

191 (chlorowodorek): | t.t. 201-3°C Anal. element. (Co3H24N4O3 - HCI - H,O) C, H, N.

Wyjsciowg amine [4-(4-benzo[d]izoksazol-3-ylopiperazyn-1-ylo)butyloamina (RB-
155)] otrzymano z 191 (RB-131) metodg Gabriela. Nastepnie do oziebionej mieszaniny RB-
155 (1 mmol) i trietyloaminy (2 mmol) w chloroformie dodano benzenosulfochlorek (1 mmol),
po czym mieszano 4h w temperaturze pokojowej. Mieszanine przemyto nasyconym
roztworem wodoroweglanu sodu i odparowano rozpuszczalnik na wyparce prdzniowej.

Surowy produkt oczyszczono metodg chromatografii kolumnowe;j.
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N-{4-[4-(Benzo[d]izoksazol-3-yl)piperazyn-1-ylo]butylo}benzenosulfonamid 192 (RB-156)

Rf=0.41 (SiO,, CHCI3/CH30H = 19/1)
e ity o

s z0Mty olej

"o

”Q ° o
I Wydajnos¢ 89%

Analiza 'H NMR (300 MHz, CDCl5); 5 [ppml:

7.85 (dd, J = 8.2, 1.5, 2H, fenyl H-2 i H-6), 7.68 (d, J = 8.2, 1H, benzoizoksazol H-4),
7.59-7.43 (m, 5H, aromat.), 7.22 (ddd, J = 8.0, 6.1, 1.7, 1H, benzoizoksazol), 7.17-7.09
(s, 1H, NH), 3.70-3.63 (m, 4H, piperazyna 2CH,), 3.03-2.95 (m, 2H, tancuch alkilowy
CHy), 2.72-2.65 (m, 4H, piperazyna 2CH,), 2.47-2.41 (m, 2H, faincuch alkilowy CHy),
1.65-1.56 (m, 4H, tancuch alkilowy 2CH,).

192 (chlorowodorek): | t.t. 210-2°C Anal. element. (C21H26N4O3S - 1.1HCI) C, H, N.
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4.1.4.2. Ogélna procedura otrzymywania zwigzkéw: 193-7, 200-5, 207-11, 213-5, 218,
220, 224

Do mieszaniny odpowiedniego chlorku alkilowego (1 mmol), odpowiedniej aminy
(1.2 mmol) i bezwodnego K,COj3; (2 mmol) w acetonitrylu dodano katalityczng ilo§¢ Nal oraz
kilka kropel DMF. Mieszanine reakcyjng mieszano i ogrzewano do wrzenia przez 6—18h.
Postep reakcji kontrolowano za pomoca chromatografii cienkowarstwowej. Po oziebieniu do
temperatury pokojowej mieszanine odsgczono i odparowano rozpuszczalnik pod
zmniejszonym cisnieniem. Do pozostatosci dodano nasycony roztwér NaHCO;
i ekstrahowano chloroformem. Organiczng czes¢ osuszono bezwodnym MgSOQO,, odsgczono
srodek suszacy i odparowano rozpuszczalnik za pomocg wyparki prozniowej. Surowy

produkt oczyszczono metodg chromatografii kolumnowej i z pomocg chromatotronu.

Wyjsciowe chlorki 2-(2-chloroetylo)-1-(arylo/alkilosulfonylo)piperydyny otrzymano

w oparciu o metode opisana przez Lovella i wsp.”®

Do roztworu odpowiedniego chlorku kwasu sulfonowego (2 mmol) w chlorku metylenu
(20 ml) dodano 2-piperydynoetanol (1 mmol) i N-etylodiizopropyloamine (2 mmol). Roztwor
mieszano w temperaturze pokojowej przez 6h, a nastepnie ogrzewano do wrzenia przez 6h,
kontrolujgc postep reakcji za pomocg TLC. Po ozigbieniu mieszaniny do temperatury
pokojowej odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt wyizolowano

metodg chromatografii kolumnowej i za pomocg chromatotronu.

(RS)-2-(2-chloroetylo)-1-(fenylosulfonylo)piperydyna (RB-158B)

R: = 0.58 (SiO,, CHCIy/CH5OH = 49/1)

C,A«(Nj z0Mty olej

o=//é
d @ Wydajnosc 29.6%

Analiza '"H NMR (300 MHz, CDCl3); & [ppm]:

7.85 (dd, J = 8.2, 1.5, 2H, fenyl H-2 i H-6), 7.60-7.52 (m, 3H, aromat.), 4.27—-4.17 (m, 1H,
piperydyna H-2), 3.84 (dd, J = 13.8, 4.4, 1H, piperydyna H-6), 3.52 (t, J = 7.2, 2H, CH,
tancuch alkilowy), 2.99 (td, J = 13.7, 2.3, 1H, piperydyna H-6), 2.28-2.13 (m, 1H,
piperydyna), 1.87-1.73 (m, 1H, piperydyna), 1.54-1.36 (m, 5H, piperydyna i tancuch
alkilowy CHy), 1.29-1.08 (m, 1H, piperydyna).
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(RS)-3-(4-{2-[1-(Fenylsulfonylo)piperydyn-2-ylo]etylo}piperazyn-1-ylo)benzo[d]izoksazol 193

(RB-159)

Ri = 0.54 (SiO,, CHCI3/CH30OH = 19/1)

hu“ﬂfnj jasnozotty olej
|
NJ o=p L
| 0 Wydajnos¢ 78%

Analiza 'H NMR (300 MHz, CDCl3); 5 [ppml:

7.84 (dd, J = 8.2, 1.5, 2H, fenyl H-2 i H-6), 7.69 (d, J = 8.2, 1H, benzoizoksazol H-4),
7.59-7.42 (m, 5H, aromat.), 7.21 (ddd, J = 7.9, 6.3, 1.7, 1H, benzoizoksazol), 4.18-4.08
(m, 1H, piperydyna H-2), 3.83 (dd, J = 14.4, 4.1, 1H, piperydyna H-6), 3.62-3.53 (m, 4H,
piperazyna 2CH,), 3.05 (td, J = 13.7, 3.1, 1H, piperydyna H-6), 2.71-2.54 (m, 4H,
piperazyna 2CH,), 2.51-2.35 (m, 2H, fancuch alkilowy CH,), 2.00-1.85 (m, 1H,
piperydyna), 1.72-1.58 (m, 1H, piperydyna), 1.58-1.32 (m, 5H, piperydyna i tancuch
alkilowy CHy), 1.26—1.08 (m, 1H, piperydyna).

Analiza "H'H ROESY [CDClj]

Sygnat protonu Sygnat korelacyjny Pochodzenie protonu
7.84 (dd, 2H) 7.59-7.42 (m, 5H, aromat.) fenyl H-2 i H-6
7.69 (d, 1H) 3.62-3.53 (m, 4H), 7.59-7.42 (m, 5H), 7.21 (ddd, 1H) benzoizoksazol H-4

7.59-7.42 (m, 5H) 7.84 (dd, 2H), 7.69 (d, 1H),17|_.S9—7.42 (m, 5H), 7.21 (ddd, aromat.
707.21 (ddd, 1H) 7.69 (d, 1H), 7.59-7.42 (m, 5H) benzoizoksazol
. 2.51-2.35 (m, 2H), 2.00-1.85 (m, 1H), 1.72—-1.58 (m, . )
4.18-4.08 (m, 1H) 1H), 1.58-1.32 (m, 5H) piperydyna H-2
3.83 (dd, 1H) 3.05 (td, 1H), 1.58-1.32 (m, 5H), 1.26-1.08 (m, 1H) piperydyna H-6
3.62-3.53 (m, 4H) 7.69 (d, 1H), 2.71-2.54 (m, 4H) piperazyna 2CH,
3.83 (dd, 1H), 2.00-1.85 (m, 1H), 1.72-1.58 (m, 1H), . )
3.05 (td, 1H) 1.58-1.32 (m, 5H), 1.26-1.08 (m, 1H) piperydyna H-6
2.71-2.54 (m, 4H) 3.62-3.53 (m, 4H), 1.72—1.58 (m, 1H) piperazyna 2CH,
2.51-2.35 (m, 2H) 4.18-4.08 (m, 1H), 2.00—11.08}5 (m, 1H), 1.72—1.58 (m, tancuch alkilowy CH,

4.18-4.08 (m, 1H), 3.05 (td, 1H), 2.51—2.35 (m, 2H),

2.00-1.85 (m, 1H) 1.72-1.58 (m, 1H) piperydyna
~ 4.18-4.08 (m, 1H), 3.05 (td, 1H), 2.51-2.35 (m, 2H), .
1.72-1.58 (M, TH) ' 5 71_2 54 (m, 4H), 2.00-1.85 (m, 1H), 1.56-1.32 (m, 5H) piperydyna
4.18-4.08 (m, 1H), 3.83 (dd, 1H), 3.05 (td, 1H), 1.26— piperydyna i fancuch
1.58-1.32 (m, SH) 1.08 (m, 1H) alkilowy CH,
1.26-1.08 (m, 1H) 3.83 (dd, 1H), 3.05 (td, 1H), 1.58-1.32 (m, 5H) piperydyna

Kursywg zaznaczono sygnaty charakteryzujgce sie mniejszg intensywnosciq.

193 (chlorowodorek): | t.t. 206-8°C Anal. element. (C24H30N4O3S - HCI) C, H, N.
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(RS)-2-Morfolino-N-{2-[1-(fenylosulfonylo)piperydyn-2-ylo]etylo}etanoamina 194 (RB-161)

R: = 0.24 (SiO,, CHCIy/CH;OH = 9/1)

OO A@Jij 70 i
N\/\H N Z0tty olej
0=S§S
Y @ Wydajnos¢ 27%

Analiza 'H NMR (300 MHz, CDCl5); 5 [ppml:

7.84 (dd, J = 8.2, 1.5, 2H, fenyl H-2 i H-6), 7.59-7.46 (m, 3H, aromat.), 4.18-4.09 (m, 1H,
piperydyna H-2), 3.81 (dd, J = 14.9, 3.6, 1H, piperydyna H-6), 3.71 (t, J = 4.6, 4H,
morfolina CH,-O-CHy), 3.04 (id, J = 13.8, 2.5, 1H, piperydyna H-6), 2.80-2.62 (m, 4H,
CH,-NH-CH;), 2.62-2.38 (m, 6H, (CH,):N), 2.18-1.91 (m, 2H, piperydyna i NH),
1.68-1.54 (m, 1H, piperydyna), 1.54-1.23 (m, 5H, tancuch alkilowy CH, i piperydyna),
1.16-0.99 (m, 1H, piperydyna).

194 (fumaran): t.t. 166-168°C Anal. element. (C4gH31N303S - C4H404) C, H, N.

(RS)-2-[1-(Fenylosulfonylo)piperydyn-2-ylo]-N-[2-(pirolidyn-1-ylo)etylo]etanoamina 195

(RB-162)

R¢ = 0.23 (SiO,, CHCI3/CH30H = 9/1)

C\"\/\N@ 26ty olej
H
o=
Y @ Wydajnosé 31%

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.84 (dd, J=7.9, 1.8, 2H, fenyl H-2 i H-6), 7.59-7.44 (m, 3H, aromat.), 4.18—4.07 (m, 1H,
piperydyna H-2), 3.80 (dd, J = 14.3, 3.1, 1H, piperydyna H-6), 3.03 (id, J = 14.1, 2.3, 1H,
piperydyna H-6), 2.76-2.47 (m, 7H, NH i tahcuch alkilowy 3CH,), 2.28-2.15 (m, 4H,
pirolidyna 2CH,), 2.00-1.86 (m, 1H, piperydyna), 1.82—-1.71 (m, 4H, pirolidyna 2CH.),
1.65-1.52 (m, 1H, piperydyna), 1.52-1.29 (m, 5H, piperydyna i pirolidyna 2CH,),
1.19-1.05 (m, 1H, piperydyna).

195 (fumaran): |t.t. 97-100°C | Anal. element. (C19H31N3O,S - 2C4H40,4 - H2O) C, H, N.
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4. Metodyka

(x)-trans-2-{2-[(RS)-1-(Fenylosulfonylo)piperydyn-2-ylojetylo}dekahydroizochinolina 196

(RB-166)

R¢ = 0.46 (SiO,, CHCI3/CH3;0H = 9/1)

NQ z6ity olej
o \O Wydajnosc¢ 72%

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCl3); & [ppm]:

7.82 (dd, J = 8.2, 1.5, 2H, fenyl H-2 i H-6), 7.58-7.44 (m, 3H, aromat.), 4.11-3.99 (m, 1H,
piperydyna H-2), 3.80 (dd, J = 13.8, 3.6, 1H, piperydyna H-6), 3.12-2.92 (m, 1H,
piperydyna H-6), 2.64-2.20 (m, 4H, tancuch alkilowy CH, i PHIQ), 2.04-1.80 (m, 2H,
piperydyna i PHIQ), 1.80-1.01 (m, 20H, piperydyna, PHIQ i farcuch alkilowy).

196 (fumaran): t.t. 84-87°C | Anal. element. (szH34Nzozs 1.3 C4H404 -0.5 Hzo) C, H, N.

(£)-2-{2-[(RS)-1-(Fenylosulfonylo)piperydyn-2-ylojetylo}dekahydrochinolina 197 (RB-167)

R¢ = 0.48 (SiO,, CHCI3/CH30H = 9/1)

NNQ 20ty olej
4 @ Wydajnosé 67%

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCl3); & [ppm]:

7.82 (dd, J = 6.9, 1.3, 2H, fenyl H-2 i H-6), 7.58-7.44 (m, 3H, aromat.), 4.09-3.92 (m, 1H,
piperydyna H-2), 3.80 (dd, J = 12.8, 6.4, 1H, piperydyna H-6), 3.14-2.86 (m, 1H,
piperydyna H-6), 2.86-2.68 (m, 1H, PHIQ), 2.68-2.40 (m, 2H, tancuch alkilowy CH,
i dekahydrochinolina), 2.10-1.90 (m, 2H, piperydyna i dekahydrochinolina), 1.90—1.05 (m,
21H, dekahydrochinolina, piperydyna i tahcuch alkilowy CHs).

197 (fumaran): | t.t. 83-86°C | Anal. element. (C22H34N20,S - 1.1 C4 Hy O4 - 0.5 H,0) C, H, N.
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4. Metodyka

Adamantan-1-ylo-{(RS)-2-[1-(fenylosulfonylo)piperydyn-2-ylo]etylo}amina 220 (RB-198)

R = 0.21 (SiO,, CHCI5/CH3OH = 9/1)

4@\ N@ bezbarwne krysztaty
N N

H | Wydajnos¢ 52%

=7
° @ tt. 104-106°C

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.87-7.82 (m, 2H, fenyl H-2 i H-6), 7.57-7.45 (m, 3H, aromat.), 4.17-4.07 (m, 1H,
piperydyna aks. H-2), 3.80 (dd, J = 14.1, 4.1, 1H, piperydyna H-6), 3.00 (td, J = 13.7, 2.8,
1H, piperydyna H-6), 2.62-2.46 (m, 2H, fancuch alkilowy CH,), 2.03-2.01 (m, 3H,
adamantan 3CH), 1.96-1.82 (m, 1H, piperydyna), 1.70-1.53 (m, 13H, piperydyna
i adamantan 6CH,), 1.53—-1.34 (m, 6H, piperydyna i NH), 1.20—-1.04 (m, 1H, piperydyna).

220 (chlorowodorek): | t.t. 216-218°C Anal. element. (Cz3H34N20,S - HCI) C, H, N.

(RS)-1-Cykloheksylo-4-{2-[1-(fenylosulfonylo)piperydyn-2-ylo]etylo}piperazyna 224 (RB-201)

Rq = 0.31 (SiO,, CHCI3/CH30H = 19/1)

N.O bezbarwne krysztaty
hN N

Q | Wydajnos¢ 72%

o
U ° @ tt. 217-219°C

Analiza 'H NMR (300 MHz, CDCl5); 5 [ppm:

7.85-7.79 (m, 2H, fenyl H-2 and H-6), 7.56-7.45 (m, 3H, aromat H), 4.11-4.01 (m, 1H,
piperydyna H-2), 3.80 (dd, J = 14.1, 3.8, 1H, piperydyna H-6), 3.00 (id, J = 13.7, 2.3, 1H,
piperydyna H-6), 2.63-2.52 (m, 4H, piperazyna 2CH.,), 2.50-2.36 (m, 4H, piperazyna
2CHy), 2.36-2.16 (m, 3H, tancuch alkilowy CH, i cykloheksan H-1), 1.91-1.73 (m, 5H,
piperydyna i cykloheksan), 1.65-1.52 (m, 2H, piperydyna i cykloheksan), 1.52—1.38 (m,
5H, piperydyna i farncuch alkilowy CHy), 1.30-1.04 (m, 6H, piperydyna i cykloheksan).

224 (chlorowodorek): | t.t. 216-218°C Anal. element. (C23H37N30,S - HCI) C, H, N.
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4. Metodyka

(RS)-2-(2-Chloroetylo)-1-(tolueno-3-sulfonylo)piperydyna (RB-206)

R = 0.27 (SiO,, CHCly/heksan = 1/1)

C,MQ z0Mty olej
o=//é CH,
4 j@( Wydajnosé 94%

Analiza 'H NMR (300 MHz, CDCl5); 5 [ppml:

7.67-7.61 (m, 2H, aromat.), 7.41-7.32 (m, 2H, aromat.), 4.26—4.17 (m, 1H, piperydyna
H-2), 3.83 (dd, J = 14.7, 4.4, 1H, piperydyna H-6), 3.52 (td, J = 7.2, 1.3, 2H, fancuch
alkilowy CHy), 2.98 (td, J = 13.7, 2.3, 1H, piperydyna H-6), 2.41 (s, 3H, CHj3), 2.26-2.13
(m, 1H, piperydyna), 1.86-1.73 (m, 1H, piperydyna), 1.54-1.39 (m, 5H, piperydyna
i tancuch alkilowy CH;), 1.29-1.10 (m, 1H, piperydyna).

(RS)-3-(4-{2-[1-(Tolueno-3-sulfonylo)piperydyn-2-ylojetylo}piperazyn-1-ylo)benzo[d]izoksazol

200 (RB-211)

Ri = 0.45 (SiO,, CHCI3/CH30OH = 49/1)

hN&«ENj z0Mty olej
NQ o=//§ CH,
| $ @ Wydajnosé 94%
o

Analiza 'H NMR (300 MHz, CDCl5); 5 [ppml:

7.71-7.61 (m, 3H, fenyl i benzoizoksazol), 7.51-7.40 (m, 2H, fenyl i benzoizoksazol),
7.40-7.32 (m, 2H, fenyl) 7.21 (ddd, J = 8.2, 6.1, 1.5, 1H, benzoizoksazol), 4.17—-4.08 (m,
1H, piperydyna H-2), 3.82 (dd, J = 14.1, 3.8, 1H, piperydyna H-6), 3.60-3.54 (m, 4H,
piperazyna 2CH,), 3.05 (td, J = 13.7, 2.3, 1H, piperydyna H-6), 2.68-2.54 (m, 4H,
piperazyna 2CH,), 2.47-2.35 (m, 5H, CHj; i tancuch alkilowy CH,), 1.98-1.83 (m, 1H,
piperydyna), 1.71-1.57 (m, 1H, piperydyna), 1.56-1.36 (m, 5H, piperydyna i tancuch
alkilowy CHy), 1.29-1.10 (m, 1H, piperydyna).

200 (chlorowodorek): | t.t. 215-217°C Anal. element. (C25H32N403S - HCI) C, H, N.
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4. Metodyka

(t)-trans-2-{2-[(RS)-1-(Tolueno-3-sulfonylo)piperydyn-2-ylojetylo}dekahydroizochinolina 207

(RB-207)

Rq = 0.52 (SiO,, CHCI3/CH30H = 9/1)

NQ 20ty olej
= CH,
4 @ Wydajnosé 97%

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCl3); & [ppm]:

7.65-7.59 (m, 2H, fenyl), 7.41-7.32 (m, 2H, fenyl), 4.10-4.00 (m, 1H, piperydyna H-2),
3.81 (dd, J = 14.7, 3.4, 1H, piperydyna H-6), 3.06 (t, J = 13.3, 1H, piperydyna H-6),
3.00-2.87 (m, 1H, PHIQ), 2.83-2.68 (m, 1H, PHIQ), 2.41 (s, 3H, CH3;), 2.40-2.25 (m, 2H,
tancuch alkilowy CH,), 2.02-1.82 (m, 2H, piperydyna i PHIQ), 1.75-1.49 (m, 13H,
piperydyna, PHIQ i tancuch alkilowy CH,), 1.44-1.14 (m, 4H, piperydyna i PHIQ), 1.07—
0.80 (m, 3H, PHIQ).

207 (fumaran): | t.t. 76—79°C | Anal. element. (C23H36N20.S - 1.5 C4H404 - 1.5 H,O) C, H, N.

(RS)-1-(3-Bromobenzenosulfonylo)-2-(2-chloroetylo)piperydyna (RB-203)

Rs = 0.41 (SiO,, CHCls/heksan = 1/1)

C,MQ z0tty olej
0=//S Br
4 @ Wydajnosé 96%

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.99 (sd, J = 1.7, 1H, fenyl H-2), 7.77 (ddd, J = 8.2, 1,0, 1.0, 1H, aromat.), 7.68 (ddd,
J =82, 1,0, 1.0, 1H, aromat.), 3.38 (t, J = 7.9, 1H, fenyl H-5), 4.27-4.18 (m, 1H,
piperydyna H-2), 3.82 (dd, J = 14.4, 4.1, 1H, piperydyna H-6), 3.52 (td, J = 6.9, 1.0, 2H,
tancuch alkilowy CH), 2.99 (td, J = 13.8, 2.6, 1H, piperydyna H-6), 2.26-2.13 (m, 1H,
piperydyna), 1.89-1.76 (m, 1H, piperydyna), 1.61-1.40 (m, 5H, piperydyna i tancuch
alkilowy CHy), 1.29-1.10 (m, 1H, piperydyna).
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4. Metodyka

(RS)-3-(4-{2-[1-(3-Bromofenylosulfonylo)piperydyn-2-ylojetylo}piperazyn-1-yl)-

benzo[dJizoksazol 201 (RB-212)

@ R¢ = 0.46 (SiO,, CHCI3/CH30OH = 49/1)
N N

ﬁ bezbarwny olej
)

NQ 0=s Br

Q\,{ J \© Wydajnos¢ 50%

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCl3); & [ppm]:

7.99 (st, J = 1.7, 1H, fenyl H-2), 7.80-7.75 (m, 3H, benzoizoksazol H-4 oraz fenyl H-4
i H-6), 7.72—-7.65 (m, 2H, aromat), 7.52-7.42 (m, 2H, benzoizoksazol), 7.38 (t, J = 7.9,
1H, fenyl H-5), 7.21 (ddd, J = 7.9, 6.1, 1.8, 1H, benzoizoksazol), 4.18-4.09 (m, 1H,
piperydyna H-2), 3.82 (dd, J = 14.4, 4.1, 1H, piperydyna H-6), 3.60-3.54 (m, 4H,
piperazyna 2CH,), 3.06 (t, J = 13.8, 1H, piperydyna H-6), 2.68-2.54 (m, 4H, piperazyna
2CH,), 2.45-2.34 (m, 2H, tancuch alkilowy CH,), 1.96-1.82 (m, 1H, piperydyna),
1.74-1.59 (m, 1H, piperydyna), 1.59-1.35 (m, 5H, piperydyna i farncuch alkilowy CH,),
1.32-1.12 (m, 1H, piperydyna).

201 (chlorowodorek): |t.t. 216-218°C Anal. element. (Co4H29BrN4O3S - HCI) C, H, N.

(x)-trans-2-{2-[(RS)-1-(3-Bromofenylosulfonylo)piperydyn-2-ylo]Jetylo}dekahydroizochinolina

208 (RB-208)

Rq = 0.52 (SiO,, CHCI3/CH30H = 9/1)

AN/Ej z0Mty olej

Br
4 j@( Wydajnosé 93%

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.97 (st, J = 1.7, 1H, fenyl H-2), 7.97 (dt, J = 6.3, 1.1, 1H, fenyl H), 7.97 (dt, J = 8.7, 1.0,
1H, fenyl H), 7.37 (t, J = 7.9, 1H, fenyl H), 4.11-3.99 (m, 1H, piperydyna H-2), 3.79 (dd,
J =141, 3.8, 1H, piperydyna H-6), 3.07 (t, J = 13.3, 1H, piperydyna H-6), 2.99-2.85 (m,
1H, PHIQ), 2.83-2.68 (m, 1H, PHIQ), 2.38-2.24 (m, 2H, tancuch alkilowy CH,),
2.03-1.83 (m, 2H, piperydyna i PHIQ), 1.76-1.47 (m, 13H, piperydyna, PHIQ i tarcuch
alkilowy), 1.43-1.15 (m, 4H, piperydyna i PHIQ), 1.04-0.81 (m, 3H, PHIQ).

208 (fumaran): | t.t. 86—88°C | Anal. element. (C2H33BrN,O,S - 1.1 C4H,0,4 - H,0O) C, H, N.
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4. Metodyka

(RS)-2-(2-Chloroetylo)-1-(3-trifluorometylbenzenosulfonylo)piperydyna (RB-204)

R = 0.13 (SiO,, CHCly/heksan = 1/1)

CIA'\“/[Nj F Z0tty olej

o Fr Wydajnos¢ 75%

Analiza 'H NMR (300 MHz, CDCl5); 5 [ppml:

8.12 (s, 1H, fenyl H-2), 8.05 (d, J = 7.7, 1H, aromat.), 7.82 (d, J = 7.7, 1H, aromat.), 3.38
(t, J=7.7, 1H, fenyl H-5), 4.30-4.21 (m, 1H, piperydyna H-2), 3.84 (dd, J = 14.6, 3.8, 1H,
piperydyna H-6), 3.52 (td, J = 6.9, 2.7, 2H, fancuch alkilowy CH,), 3.02 (td, J = 13.8, 2.5,
1H, piperydyna H-6), 2.26-2.13 (m, 1H, piperydyna), 1.90-1.78 (m, 1H, piperydyna),
1.60-1.38 (m, 5H, piperydyna i fancuch alkilowy CH;), 1.29-1.06 (m, 1H, piperydyna).

(RS)-3-(4-{2-[1-(3-Trifluorometylo)fenylosulfonylo)piperydyn-2-ylojetylo}piperazyn-1-ylo)-

benzo[dJizoksazol 202 (RB-213)

R: = 0.40 (SiO,, CHCIy/CH3OH = 49/1);

N@ bezbarwne krysztaty
ﬁN N F

1 Wydajnos¢ 74%
D i e
t.t. 128-130°C

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

8.11 (s, 1H, fenyl H-2), 8.04 (d, J = 7.7, 1H, fenyl H-6), 7.81 (d, J = 7.7, 1H, fenyl H-4),
7.71-7.62 (m, 2H, fenyl H-5 i benzoizoksazol H-4), 7.51-7.41 (m, 2H, benzoizoksazol),
7.22(ddd, J=7.9, 6.2, 1.7, 1H, benzoizoksazol), 4.21-4.11 (m, 1H, piperydyna H-2), 3.83
(dd, J = 14.6, 4.3, 1H, piperydyna H-6), 3.60-3.54 (m, 4H, piperazyna 2CH,), 3.08 (id,
J =137, 2.4, 1H, piperydyna H-6), 2.68-2.53 (m, 4H, piperazyna 2CH.), 2.44-2.36 (m,
2H, tahcuch alkilowy CH,), 1.98-1.83 (m, 1H, piperydyna), 1.75-1.60 (m, 1H,
piperydyna), 1.60-1.32 (m, 5H, piperydyna i fancuch alkilowy CH,), 1.26-1.08 (m, 1H,
piperydyna).

202 (chlorowodorek): | t.t. 217-219°C | Anal. element. (CzsH29F3N4O3S - 1.1 HCI) C, H, N.
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4. Metodyka

(x)-trans-2-(2-{(RS)-1-[3-(Trifluorometylo)fenylosulfonylojpiperydyn-2-

ylo}etylo)dekahydroizochinolina 209 (RB-209)

R =0.53 (SiO,, CHCI3/CH30H = 9/1)

NAQQ F 20ty olej
°=/%
s FF Wydajnosé 86%

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCl3); & [ppm]:

8.09 (s, 1H, fenyl H-2), 8.02 (d, J = 8.2, 1H, fenyl), 7.79 (d, J = 7.7, 1H, fenyl), 7.64 (t,
J =7.9, 1H, fenyl), 4.14-4.02 (m, 1H, piperydyna H-2), 3.81 (dd, J = 14.1, 3.8, 1H,
piperydyna H-6), 3.06 (t, J = 13.3, 1H, piperydyna H-6), 3.02-2.87 (m, 1H, PHIQ),
2.83-2.67 (m, 1H, PHIQ), 2.39-2.26 (m, 2H, tancuch alkilowy CH,), 2.03-1.84 (m, 2H,
piperydyna i PHIQ), 1.77-1.50 (m, 13H, piperydyna, PHIQ i tancuch alkilowy), 1.44-1.16
(m, 4H, piperydyna i PHIQ), 1.07-0.82 (m, 3H, PHIQ).

209 (fumaran): t.t. 81-84°C Anal. element. (CZ3H33F3NZOZS : C4H404 ' Hzo) C, H, N.

(RS, E)-2-(2-Chloroetylo)-1-(styrylosulfonylo)piperydyna (RB-176)

R = 0.60 (SiO,, CHCI3)

|
0=S§
c/’/ V/\O Wydajnos¢ 48%

Analiza 'H NMR (300 MHz, CDCl5); 5 [ppm:

7.52—-7.38 (m, 6H, CH=CH i aromat.), 6.70 (d, J = 15.4, 1H, CH=CH), 4.22-4.12 (m, 1H,
piperydyna H-2), 3.77 (dd, J = 14.4, 1.5, 1H, piperydyna H-6), 3.59 (t, J = 6.9, 2H, CH,
tancuch alkilowy), 2.99 (td, J = 13.5, 2.7, 1H, piperydyna H-6), 2.40-2.26 (m, 1H,
piperydyna), 1.94-1.80 (m, 1H, piperydyna), 1.80-1.18 (m, 6H, piperydyna i tancuch
alkilowy CH,).
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4. Metodyka

(RS, E)-3-(4-{2-[1-(Styrylosulfonylo)piperydyn-2-ylo]Jetylo}piperazyn-1-ylo)benzo[d]izoksazol

203 (RB-179)

Ri = 0.54 (SiO,, CHCI3/CH30OH = 49/1)

z06Mty olej

N
8 .
NQ °=//S 7 S
| o Wydajnos¢ 79%

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCl3); & [ppm]:

7.67 (d, J = 8.2, 1H, benzoizoksazol H-4), 7.51-7.37 (m, 8H, CH=CH i aromat.), 7.21
(ddd, J = 7.9, 6.1, 1.8, 1H, benzoizoksazol), 6.68 (d, J = 15.4, 1H, CH=CH), 4.13-4.03
(m, 1H, piperydyna H-2), 3.75 (dd, J = 13.3, 3.16, 1H, piperydyna H-6), 3.60-3.46 (m, 4H,

piperazyna 2CH,), 3.08 (td,

J = 13.3, 2.2, 1H, piperydyna H-6), 2.72-2.55 (m, 4H,

piperazyna 2CH,), 2.55-2.40 (m, 2H, fancuch alkilowy CH,), 2.09-1.94 (m, 1H,
piperydyna), 1.80-1.55 (m, 6H, piperydyna i fancuch alkilowy CH,), 1.55-1.39 (m, 1H,

piperydyna).

203 (chlorowodorek): |t.t. 231-233°C Anal. element. (C2sH32N403S - HCI) C, H, N.

(x)-trans-2-(2-{(RS)-1-[(E)-Styrylosulfonylo]piperydyn-2-ylo}etylo)dekahydroizochinolina 210

(RB-177)

R = 0.39 (SiO,, CHCIy/CH;OH = 19/1)

jasnozotty olej

" Ny
0 \/\O Wydajnosc¢ 86%

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.50-7.37 (m, 6H, CH=CH i aromat.), 6.67 (dd, J = 15.4, 1.0, 1H, CH=CH), 4.06-3.95 (m,
1H, piperydyna H-2), 3.71 (dd, J = 13.3, 3.1, 1H, piperydyna H-6), 3.13-2.99 (m, 1H,
piperydyna H-6), 2.70-2.10 (m, 4H, tancuch alkilowy CH, i PHIQ), 2.10-1.88 (m, 2H,
piperydyna i PHIQ), 1.88-1.15 (m, 20H, piperydyna, PHIQ i taricuch alkilowy).

210 (fumaran): | t.t. 95-98°C

Anal. element. (Cz4H36N2028 -1.3 C4H404 -0.5 HQO) C, H, N.
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4. Metodyka

(RS)-2-(2-Chloroetylo)-1-(tiofen-2-ylosulfonylo)piperydyna (RB-184—6)

R = 0.52 (SiO,, CHCI,)

o MQ Z0tty olej

d D Wydajnos$¢ 88%

Analiza 'H NMR (300 MHz, CDCl5); 5 [ppml:

7.61-7.54 (m, 2H, aromat.), 7.08 (dd, J = 5.1, 3.6, 1H, aromat.), 4.32-4.21 (m, 1H,
piperydyna H-2), 3.93 (dd, J = 13.8, 4.4, 1H, piperydyna H-6), 3.52 (t, J = 7.2, 2H,
tancuch alkilowy CHy), 3.04 (td, J = 13.9, 2.8, 1H, piperydyna H-6), 2.30-2.12 (m, 1H,
piperydyna), 1.88-1.73 (m, 1H, piperydyna), 1.63-1.35 (m, 5H, piperydyna i tancuch
alkilowy CHy), 1.31-1.10 (m, 1H, piperydyna).

(RS)-3-(4-{2-[1-(Tiofen-2-ylosulfonylo)piperydyn-2-ylojetylo}piperazyn-1-

ylo)benzo[d]izoksazol 204 (RB-187)

Ri = 0.45 (SiO,, CHCI3/CH30OH = 49/1)

hnwfnj jasnozotty olej

Q = S
I 4 D Wydajnosc 54%
o

Analiza 'H NMR (300 MHz, CDCl5); 5 [ppml:

7.69 (d, J = 8.2, 1H, benzoizoksazol H-4), 7.58-7.42 (m, 4H, aromat.), 7.21 (ddd, J = 7.9,
6.1, 1.8, 1H, benzoizoksazol), 7.07 (dd, J = 5.1, 3.6, 1H, tiofen), 4.23-4.13 (m, 1H,
piperydyna H-2), 3.86 (dd, J = 14.1, 3.8, 1H, piperydyna H-6), 3.62-3.53 (m, 4H,
piperazyna 2CH,), 3.08 (td, J = 13.7, 2.4, 1H, piperydyna H-6), 2.71-2.55 (m, 4H,
piperazyna 2CH,), 2.52-2.37 (m, 2H, tancuch alkilowy CH;), 2.00-1.86 (m, 1H,
piperydyna), 1.74-1.60 (m, 1H, piperydyna), 1.56-1.45 (m, 5H, piperydyna i tancuch
alkilowy CHy), 1.38—-1.18 (m, 1H, piperydyna).

204 (chlorowodorek): | t.t. 232—234°C | Anal. element. (C22H2sN4O3S; - HCI - 0.1 H,O) C, H, N
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4. Metodyka

(x)-trans-2-{2-[(RS)-1-(Tiofen-2-ylosulfonyl)piperydyn-2-yloJetylo}dekahydroizochinolina 211

(RB-185)

Rq = 0.48 (SiO,, CHCI3/CH30OH = 19/1)

N.«[j 20ty olej

S
d D Wydajnos$¢ 59%

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCl3); & [ppm]:

7.57-7.51 (m, 2H, aromat.), 7.05 (dd, J = 4.9, 3.8, 1H, aromat.), 4.16-4.05 (m, 1H,
piperydyna H-2), 3.83 (dd, J = 14.1, 3.8, 1H, piperydyna H-6), 3.14-2.90 (m, 1H,
piperydyna H-6), 2.70-2.10 (m, 4H, tancuch alkilowy CH, i PHIQ), 2.10-1.80 (m, 2H,
piperydyna i PHIQ), 1.80-1.17 (m, 20H, piperydyna, PHIQ i taricuch alkilowy CH,).

211 (fumaran): t.t. 84-87°C Anal. element. (C20H32N20282 ' C4H404 ' HQO) C, H, N.

(RS)-2-(2-Chloroetylo)-1-(4,5-dibromotiofeno-2-sulfonylo)piperydyna (RB-205)

R: = 0.36 (SiO,, CHCls/heksan = 1/1)
CINQ

| 20ty olej

=// S Br
° 1y Wydajnos¢ 85%

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCl3); & [ppm]:

7.38 (s, 1H, aromat.), 4.28-4.19 (m, 1H, piperydyna H-2), 3.82 (dd, J = 14.9, 3.6, 1H,
piperydyna H-6), 3.52 (t, J = 6.9, 2H, tancuch alkilowy CH;), 3.05 (td, J = 13.6, 1H,
piperydyna H-6), 2.31-2.16 (m, 1H, piperydyna), 1.96-1.81 (m, 1H, piperydyna),
1.66—1.45 (m, 5H, piperydyna i fancuch alkilowy CH.), 1.45-1.25 (m, 1H, piperydyna).
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4. Metodyka

(RS)-3-(4-{2-[1-(4,5-Dibromotiofen-2-ylosulfonylo)piperydyn-2-ylojetylo}piperazyn-1-ylo)-

benzo[dJizoksazol 205 (RB-214)

Ri=0.42 (SiO,, CHCI3/CH30OH = 49/1)

bezbarwny olej
|
e W _

/ Wydajnos$¢ 75%

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCl3); & [ppm]:

7.69 (d, J = 7.7, 1H, benzoizoksazol H-4), 7.51-7.42 (m, 2H, benzoizoksazol), 7.36 (s,
1H, tiofen), 7.21 (ddd, J = 7.9, 6.1, 1.8, 1H, benzoizoksazol), 4.20-4.10 (m, 1H,
piperydyna H-2), 3.80 (dd, J = 13.8, 4.1, 1H, piperydyna H-6), 3.65-3.55 (m, 4H,
piperazyna 2CH,), 3.09 (td, J = 13.6, 2.0, 1H, piperydyna H-6), 2.71-2.55 (m, 4H,
piperazyna 2CH,), 2.48-2.37 (m, 2H, fancuch alkilowy CH,), 1.98-1.84 (m, 1H,
piperydyna), 1.77-1.48 (m, 6H, piperydyna i fancuch alkilowy CH,), 1.45-1.22 (m, 1H,
piperydyna).

205 (chlorowodorek): |t.t. 234—236°C | Anal. element. (C22H26BrN,O3S, - HCI) C, H, N.

(x)-trans-2-{2-[(R)-1-(4,5-Dibromotiofeno-2-sulfonylo)piperydyn-2-

ylojetylo}dekahydroizochinolina 213 (RB-235)

R: = 0.28 (SiO,, CHCIy/CH;OH = 49/1)

z0Mty olej

S
Il .
0 Ua Wydajnos¢ 40%

Analiza '"H NMR (300 MHz, CDCl3); & [ppm]:

7.34 (s, 1H, tiofen.), 4.10-4.00 (m, 1H, piperydyna H-2), 3.78 (dd, J = 13.8, 3.6, 1H,
piperydyna H-6), 3.07 (t, J = 13.3, 1H, piperydyna H-6), 3.00-2.86 (m, 1H, PHIQ),
2.84-2.68 (m, 1H, PHIQ), 2.39-2.25 (m, 2H, tancuch alkilowy CH,), 2.02-1.83 (m, 2H,
piperydyna i PHIQ), 1.76-1.49 (m, 13H, piperydyna, PHIQ i taricuch alkilowy CH;), 1.44—
1.15 (m, 4H, piperydyna i PHIQ), 1.06-0.80 (m, 3H, PHIQ).

213 (fumaran): t.t. 181-183°C| Anal. element. (C,0H30BroN,0,S, - C4H,04) C, H, N.
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4. Metodyka

(x)-trans-2-{2-[(S)-1-(4,5-Dibromotiofeno-2-sulfonylo)piperydyn-2-

ylojetylo}dekahydroizochinolina 214 (RB-234)

O R = 0.28 (SiO,, CHCI3/CH;0H = 49/1)
O\A)N/\ N 206ty olej
0=S§8 S
Il Br
° U Wydajnosé 52%

Br

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCl3); & [ppm]:

7.34 (s, 1H, tiofen), 4.10-4.00 (m, 1H, piperydyna H-2), 3.78 (dd, J = 13.8, 4.1, 1H,
piperydyna H-6), 3.08 (t, J = 13.3, 1H, piperydyna H-6), 3.01-2.86 (m, 1H, PHIQ),
2.85-2.69 (m, 1H, PHIQ), 2.40-2.27 (m, 2H, tancuch alkilowy CH,), 2.04-1.85 (m, 2H,
piperydyna i PHIQ), 1.77-1.49 (m, 13H, piperydyna, PHIQ i tancuch alkilowy CH,), 1.44—
1.15 (m, 4H, piperydyna i PHIQ), 1.06—-0.80 (m, 3H, PHIQ).

214 (fumaran): t.t. 188-190°C | Anal. element. (C2oH3,BraN,0,S, - C4H,04) C, H, N.

(x)-trans-2-{2-[(RS)-1-(4,5-Dibromotiofeno-2-sulfonylo)piperydyn-2-

yloJetylo}dekahydroizochinolina 215 (RB-236)

@ Rr=0.34 (SiO,, CHCI3/CH30H = 49/1)
N N Zz0Mty olej
o=p

S
0 UB' Wydajnosé 97%

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.34 (s, 1H, aromat.), 4.12—4.00 (m, 1H, piperydyna H-2), 3.77 (d, J = 13.8, 4.1, 1H,
piperydyna H-6), 3.06 (t, J = 13.1, 1H, piperydyna H-6), 2.95-2.85 (m, 1H, PHIQ),
2.84-2.68 (m, 1H, PHIQ), 2.38-2.26 (m, 2H, tancuch alkilowy CH,), 2.02-1.82 (m, 2H,
piperydyna i PHIQ), 1.78-1.48 (m, 13H, piperydyna, PHIQ i tancuch alkilowy), 1.44-1.15
(m, 4H, piperydyna i PHIQ), 1.05-0.79 (m, 3H, PHIQ).

215 (fumaran): t.t. 161-164°C | Anal. element. (CooH30Br.N2O,S, - C4H40,4) C, H, N.
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4. Metodyka

(RS)-3-(Chlorometylo)-1-(fenylosulfonylo)piperydyna (RB-230)

R: = 0.49 (SiO,, CHCI,)

\ 4
N\

o]
s . .
\O Z6ity olej

Wydajnosc¢ 63%

Analiza "H NMR (60 MHz, CDCl5); & [ppm]:

8.2-7.4 (m, 5H, aromat.), 4.0-3.4 (m, 4H, N(CH,),), 3.0-0.7 (m, 7H, piperydyna i CH,CI).

(x)-trans-2-{[(1-Fenylosulfonylo)piperydyn-3-yloJmetylo}dekahydroizochinolina 218 (RB-233)

R: = 0.40 (SiO,, CHCIy/CH;OH = 49/1)

N\ _ 7

o O , .
s z0Mty olej
SSASAS

Wydajnosc¢ 68%

Analiza 'H NMR (300 MHz, CDCl5); 5 [ppml:

7.80-7.74 (m, 2H, fenyl H-2 i H-6), 7.61-7.48 (m, 3H, aromat.), 3.76-3.56 (m, 2H,
piperydyna NCH,), 2.8-2.71 (m, 1H, piperydyna NCH), 2.71-2.56 (m, 1H, piperydyna
NCH), 2.35 (id, J = 11.3, 1.5, 1H, PHIQ), 2.11-1.98 (m, 3H, tancuch alkilowy CH; i PHIQ),

1.92-1.43 (m, 12H, PHIQ i piperydyna), 1.35-1.10 (m, 4H, PHIQ), 1.06-0.75 (m, 3H,
PHIQ).

218 (fumaran): t.t. 88-91°C | Anal. element. (C,1H3,N-0O,S - C4H,O4 - 0.5 H,0) C, H, N.
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4. Metodyka

4.1.4.3. Ogdlna procedura otrzymywania zwigzkow: 199, 206 i 212

Do mieszaniny odpowiedniego chlorku alkilowego (1 mmol), odpowiedniej aminy (1.2
mmol) i bezwodnego K;COjz; (2 mmol) w DMF (10 ml) dodano katalityczng ilos§¢ Nal.
Mieszanine reakcyjng mieszano i tagodnie ogrzewano do wrzenia przez 12h. Po oziebieniu
do temperatury pokojowej, mieszanine odsaczono i wlano do wody (150 ml). Odsaczony
osad rozpuszczono w chloroformie, przemyto nasyconym roztworem NaHCO;
i ekstrahowano chloroformem. Osuszono bezwodnym MgSQ,, odsgaczono srodek suszacy
i odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt oczyszczono

metodg chromatografii kolumnowej i za pomocg chromatotronu.

Wyjsciowe benzenosulfoniany [1-(arylo/alkilosulfonylo)piperydyn-2-ylolmetylu

otrzymano w oparciu o metode opisang przez Lovella i wsp.”®

Do roztworu odpowiedniego chlorku kwasu sulfonowego (1 mmol) w chlorku metylenu
(20 ml) dodano 2-piperydynoetanol (1 mmol) i N-etylodiizopropyloamine (2 mmol). Roztwor
mieszano w temperaturze pokojowej przez 6h, a nastepnie ogrzewano do wrzenia przez 6h,
kontrolujgc postep reakcji za pomocg TLC. Po dodaniu benzenosulfochlorku (1 mmol)
kontynuowano ogrzewanie przez 6h. Po oziebieniu mieszaniny do temperatury pokojowej
odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt wyizolowano metodg

chromatografii kolumnowej i za pomocag chromatotronu.

Benzenosulfonian (RS)-[1-(fenylosulfonylo)piperydyn-2-ylojmetylu (RB-172—6)

R = 0.54 (SiO,, CHCI,)

(o]
/O jasnozotty olej

\
o 0 0=%
N

N\ _ 7

L
C( 0 Wydajnosé 57%

Analiza "H NMR (60 MHz, CDCls); & [ppm]:

8.1-7.3 (m, 10H, aromat.), 4.5-3.9 (m, 3H, piperydyna H-2 i OCH,), 3.9-3.5 (d, J = 14,
1H, piperydyna H-6), 3.1-2.5 (m, 1H, piperydyna H-6), 1.9-1.1 (m, 6H, piperydyna 3CH,).
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4. Metodyka

(RS)-3-(4-{[1-(Fenylosulfonylo)piperydyn-2-ylo]Jmetylo}piperazyn-1-ylo)benzo[d]izoksazol 199

(GERNE))
R = 0.62 (SiO,, CHCI3/CH3;0H = 49/1)
o [
‘z z0tty olej
Oy
QW/NQ MU Wydajnos¢ 15%
O/N
Analiza "H NMR (300 MHz, CDCl3); & [ppm]:

7.89 (dd, J = 8.2, 1.5, 2H, fenyl H-2 i H-6), 7.67 (d, J = 7.7, 1H, benzoizoksazol H-4),
7.58-7.41 (m, 5H, aromat.), 7.21 (ddd, J = 8.1, 6.2, 1.7, 1H, benzoizoksazol), 4.31-4.21
(m, 1H, piperydyna H-2), 3.73 (dd, J = 13.6, 3.3, 1H, piperydyna H-6), 3.60-3.45 (m, 4H,
piperazyna 2CH,), 3.05 (td, J = 13.3, 2.1, 1H, piperydyna H-6), 2.74-2.44 (m, 6H,
piperazyna 2CH, i tancuch alkilowy CH,), 1.88-1.74 (m, 1H, piperydyna), 1.62—1.40 (m,
4H, piperydyna), 1.40-1.24 (m, 1H, piperydyna).

199 (chlorowodorek): | t.t. 216—-218°C | Anal. element. (C3H2sN,O3S - HCI - 0.2 H,0) C, H, N.

(x)-trans-2-{[(RS)-1-(Fenylosulfonylo)piperydyn-2-ylo]jmetylo}dekahydroizochinolina 206

(RB-173)

R = 0.37 (SiO,, CHCIy/CH;OH = 19/1)

_% z0Mty olej
N
O@‘MU Wydajnosé 79%

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.88 (ddd, J = 8.2, 6.7, 1.5, 2H, fenyl H-2 i H-6), 7.57-7.43 (m, 3H, fenyl), 4.26—4.10 (m,
1H, piperydyna H-2), 3.77-3.65 (m, 1H, piperydyna H-6), 3.00-2.84 (m, 2H, piperydyna
H-6 i PHIQ), 2.82-2.66 (m, 1H, PHIQ), 2.52-2.40 (m, 2H, tahcuch alkilowy CH,),
2.08-1.86 (m, 2H, piperydyna i PHIQ), 1.79-1.51 (m, 11H, piperydyna i PHIQ), 1.48-1.16
(m, 4H, piperydyna i PHIQ), 1.09-0.85 (m, 3H, PHIQ).

206 (fumaran): | t.t. 86-89°C Anal. element. (C21H32N20,S - C4H4O4 - 0.5 H,O) C, H, N.
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4. Metodyka

Benzenosulfonian (RS)-[1-(tiofen-2-ylosulfonylo)piperydyn-2-ylojmetylu (RB-188)

R = 0.41 (SiO,, CHCIy)

@\ NO bezbarwne krysztaty
e
S

o’ o Z Wydajnos¢ 66%
S

I/

° D t.t. 76—78°C

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.91-7.86 (m, 2H, aromat.), 7.74-7.64 (m, 1H, tiofen), 7.61-7.51 (m, 4H, tiofen i fenyl),
7.04 (dd, J = 5.1, 3.6, 1H, tiofen H-4), 4.32—4.24 (m, 1H, piperydyna H-2), 4.21-4.03 (m,
2H, OCHy,), 3.84-3.73 (m, 1H, piperydyna H-6), 2.97-2.81 (m, 1H, piperydyna H-6),
1.80-1.70 (m, 1H, piperydyna), 1.61-1.23 (m, 5H, piperydyna).

(x)-trans-2-{[(RS)-1-(Tiofen-2-ylosulfonylo)piperydyn-2-ylojmetylo}dekahydroizochinolina 212

(RB-189)

R = 0.27 (SiO,, CHCIy/CH;OH = 49/1)

z0Mty olej

N
O@‘MU Wydajnosé 59%

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.61-7.50 (m, 2H, tiofen), 7.05 (t, J = 4.3, 1H, tiofen), 4.26—4.12 (m, 1H, piperydyna H-2),
3.76 (d, J = 13.9, 1H, piperydyna H-6), 3.00-2.85 (m, 2H, piperydyna H-6 i PHIQ),
2.83-2.67 (m, 1H, PHIQ), 2.52-2.41 (m, 2H, tancuch alkilowy CH,), 2.07-1.86 (m, 2H,
piperydyna i PHIQ), 1.80-1.52 (m, 11H, piperydyna i PHIQ), 1.48-1.17 (m, 4H,
piperydyna i PHIQ), 1.10-0.90 (m, 3H, PHIQ).

212 (fumaran): | t.t. 88-91°C | Anal. element. (C1gH30N20,S, - C4H4O4 - 0.4 H,0) C, H, N.
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4. Metodyka

4.1.4.4. Ogdlna procedura otrzymywania zwigzkow: 221 i 222

Zwigzek RB-225 (1 mmol) rozpuszczono w 1 ml bezwodnika kwasu octowego lub
propionowego i tagodnie ogrzewano do wrzenia przez 15 min. Mieszanine ochtodzono
i wlano do wody (20 ml), po czym zndw jg ogrzewano do wrzenia przez 30 min. Po
ochtodzeniu dodano nasycony roztwér NaHCO; (30 ml) i ekstrahowano octanem etylu

(3 x 50 ml). Surowe produkty 221 i 222 oczyszczono metoda chromatografii kolumnowe;j.

Wyjsciowa (RS)-1-{2-[1-(fenylosulfonylo)piperydyn-2-ylo]etylo}piperazyna zostata

otrzymana w oparciu o metode przedstawiong w pracy Yevicha i wsp.'*°

Zwigzek RB-158B (1 mmol; str. 108) dokfadnie zmieszano z rozdrobniong piperazyng
(10 mmol) i zgrzewano w temperaturze 130°C przez 2h. Nastepnie gorgcg mieszanine wlano
do wody (50 ml), dodano 50% roztwér NaOH (2 mmol) i ekstrahowano chloroformem
(3 x 50ml). Osuszono warstwe organiczng bezwodnym MgSO, i odparowano rozpuszczalnik
pod zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt oczyszczono metodg chromatografii

kolumnowe;j.

(RS)-1-{2-[1-(Fenylosulfonylo)piperydyn-2-ylojetylo}piperazyna (RB-225)

R: = 0.37 (Al,O3, CHCI3/CH30OH = 49/1)

hNN“ENj jasnozotty olej

|
HNJ = o
) Wydajnosc¢ 68%

Analiza "H NMR (60 MHz, CDCls); & [ppm]:

8.2-7.4 (m, 5H, aromat.), 4.4-3.4(m, 2H, piperydyna H-2 i H-6), 3.4-2.7 (m, 7H, fancuch
alkilowy CH,, piperazyna 2CH,, piperydyna H-6’), 2.7—-2.1 (m, 5H, piperazyna 2CH, i NH),
2.1-0.9 (m, 8H, piperydyna i fancuch alkilowy CHy).
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4. Metodyka

(RS)-1-(4-{2-[1-(Fenylosulfonylo)piperydyn-2-ylo]etylo}piperazyn-1-ylo)etanon 221 (RB-226)

Ry = 0.31 (SiO,, CHCIy/CH;OH = 19/1)

hNN«EINj Z0tty olej
H,C NQ o=s '
hig L @ Wydajnosc 72%

Analiza 'H NMR (300 MHz, CDCl5); 5 [ppml:

7.84 dd, J = 8.2, 1.5, 2H, fenyl H-2 i H-6), 7.59-7.45 (m, 3H, aromat.), 4.16—4.07 (m, 1H,
piperydyna H-2), 3.81 (dd, J = 14.4, 3.6, 1H, piperydyna H-6), 3.68-3.52 (m, 2H,
piperazyna CH;), 3.46 (t, J = 5.1, 2H, piperazyna CH;), 3.03 (td, J = 13.7, 2.4, 1H,
piperydyna H-6), 2.52—-2.28 (m, 6H, piperazyna 2CH; i fanncuch alkilowy CH;), 2.08 (s, 3H,
CHj3), 1.95-1.78 (m, 1H, piperydyna), 1.67-1.54 (m, 1H, piperydyna), 1.54-1.32 (m, 5H,
piperydyna i fancuch alkilowy CHy), 1.24—-1.06 (m, 1H, piperydyna).

221 (chlorowodorek): |t.t. 217-219°C | Anal. element. (C19H29N3503S - HCI - 0.4H,0) C, H, N.

(RS)-1-(4-{2-[1-(Fenylosulfonylo)piperydyn-2-ylo]etylo}piperazyn-1-ylo)propan-1-on 222

(RB-227)

R; = 0.38 (SiO,, CHCIy/CH;OH = 19/1)

QN@ Z0tty olej
N o=
He” Y J @ Wydajnosé 90%

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.86-7.80 (m, 2H, fenyl H-2 i H-6), 7.58-7.45 (m, 3H, aromat.), 4.15-4.06 (m, 1H,
piperydyna H-2), 3.81 (dd, J = 14.1, 4.4, 1H, piperydyna H-6), 3.70-3.60 (m, 2H,
piperazyna CH;), 3.53-3.45 (m, 2H, piperazyna CH,), 3.03 (td, J = 13.8, 2.6, 1H,
piperydyna H-6), 2.56—-2.36 (m, 6H, piperazyna 2CH, i tancuch alkilowy CH;), 2.33 (q,
J =75, 2H, COCH;), 2.00-1.85 (m, 1H, piperydyna), 1.69-1.55 (m, 1H, piperydyna),
1.55-1.32 (m, 5H, piperydyna i tahcuch alkilowy CH;), 1.22—-1.08 (m, 1H, piperydyna),
1.14 (t, J= 7.4, 3H, CH,).

222 (chlorowodorek): |t.t. 218-220°C Anal. element. (CyH31N303S - HCI) C, H, N.
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4. Metodyka

4.1.4.5. Procedura otrzymywania zwigzku 223

Do rozpuszczonego w chloroformie RB-225 (1 mmol; str. 127) dodano N-etylodiizo-
propyloamine (2 mmol) i chlorek kwasu metanosulfonowego (2 mmol). Reagenty mieszano w
temperaturze pokojowej przez 6h, a nastepnie odparowano rozpuszczalnik pod
zmniejszonym cisnieniem. Produkt wyizolowano metodg chromatografii kolumnowej

i z wykorzystaniem chromatotronu.

(RS)-1-(Metylosulfonylo)-4-{2-[1-(fenylosulfonylo)piperydyn-2-ylojetylo}piperazyna 223

GERYL)

R: = 0.29 (SiO», CHCIy/CH5OH = 49/1)

hNNJfNj Z0tty olej

|
H3cjs( NQ o7 PR
o’ Yo 0 Wydajnos¢ 71%

Analiza '"H NMR (300 MHz, CDCl3); & [ppm]:

7.86-7.80 (m, 2H, fenyl H-2 i H-6), 7.59-7.45 (m, 3H, aromat.), 4.18-4.08 (m, 1H,
piperydyna H-2), 3.80 (dd, J = 14.1, 3.8, 1H, piperydyna H-6), 3.626-3.19 (m, 4H,
piperazyna 2CH,), 3.03 (id, J = 13.7, 2.3, 1H, piperydyna H-6), 2.77 (s, 3H, CH;),
2.59-2.43 (m, 4H, piperazyna 2CH,), 2.43-2.35 (m, 2H, tancuch alkilowy CH,), 1.92-1.78
(m, 1H, piperydyna), 1.65-1.51 (m, 1H, piperydyna), 1.51-1.35 (m, 5H, piperydyna
i tancuch alkilowy CH;), 1.25-1.05 (m, 1H, piperydyna).

223 (chlorowodorek): | t.t. 179-180°C | Anal. element. (C1gH29N304S, - HCI - 0.4H,0) C, H, N.
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4.1.4.6. Ogdlna procedura otrzymywania zwigzkow 216 i 217

Do mieszaniny  odpowiedniego  chlorku  alkilowego (1 mmol), trans-
perhydroizochinoliny (1.2 mmol) i bezwodnego K,CO; (2 mmol) w acetonitrylu dodano
katalityczng ilos¢ Nal. Mieszanine reakcyjng mieszano i ogrzewano do wrzenia przez 6h.
Postep reakcji kontrolowano za pomoca chromatografii cienkowarstwowej. Po oziebieniu do
temperatury pokojowej mieszanine odsgczono i odparowano rozpuszczalnik pod
zmniejszonym cisnieniem. Do pozostatosci dodano nasycony roztwér NaHCO;
i ekstrahowano chloroformem. Organiczng czes¢ osuszono bezwodnym MgSQO,, odsgczono
srodek suszacy i odparowano rozpuszczalnik za pomocg wyparki prozniowej. Surowy

produkt oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej i za pomocag chromatotronu.

Wyjsciowe (x)-5-chloro-1-fenylopentan-1-ol (RB-229) i (1)-1-(4-bromofenylo)-5-

chloropentan-1-ol (RB-238) otrzymano metoda Grignarda.'*

Roztwoér 1-bromo-4-chlorobutanu w bezwodnym eterze dietylowym wkraplano,
intensywnie mieszajac, na widrki Mg. Nastepnie mieszanine reakcyjng ogrzewano do
wrzenia przez ok. 2h. Gdy magnez catkowicie przereagowat, oziebiono mieszaning i
wkroplono roztwér odpowiedniego aldehydu w bezwodnym eterze dietylowym. Nastepnie
ogrzewano do wrzenia przez ok. 2h. Ochtodzono do temperatury pokojowej, dodano
pokruszony 16d i wkraplano 25% roztwor HCI az do rozpuszczenia osadu soli magnezowych.
Nastepnie rozdzielono wytworzone warstwy. Wodng warstwe ekstrahowano eterem
dietylowym, a potaczone wyciagi eterowe przemyto wodnym roztworem NaHCO; i woda. Po
osuszeniu bezwodnym K,COj3;, oddestylowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym cisnieniem.
Surowy produkt oczyszczono metodg chromatografii kolumnowej i za pomocg

chromatotronu.

(x)-5-Chloro-1-fenylopentan-1-ol (RB-229)

R: = 0.25 (SiO,, CHCls/n-heksan = 1/1)

OH

va@ bezbarwny olej
Cl
Wydajnos¢ 15%

Analiza "H NMR (60 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.6-7.1 (m, 5H, aromat.), 4.7-4.3 (m, 1H, CH), 3.6-3.1 (m, 3H, OH i tancuch alkilowy
CHy), 1.9-1.1 (m, 6H, tancuch alkilowy 3CH,).
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(x)-5-(trans-Dekahydroizochinolin-2-ylo)-1-fenylopentan-1-ol 216 (RB-237)

R: = 0.25 (SiO,, CHCI5/CH3OH = 9/1)

bezbarwne krysztaty

O\A)NM/KQ Wydajno$é 42%

t.t. 83-85°C

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.37-7.28 (m, 4H, aromat.), 7.28-7.20 (m, 1H, aromat.), 4.66 (dd, J = 7.7, 5.6, 1H,
CHOH), 3.64 (szeroki s, 1H, OH), 2.99-2.88 (m, 1H, PHIQ), 2.81-2.71 (m, 1H, PHIQ),
2.31 (t, J=7.5, 2H, NCH,), 1.96-1.84 (m, 1H, PHIQ), 1.83-1.65 (m, 4H, taincuch alkilowy
CH; i PHIQ), 1.64-1.14 (m, 12H, tancuch alkilowy 2CH, i PHIQ), 1.05-0.78 (m, 3H,
PHIQ).

Anal. element. (CyH3:NO - 0.3H,0) C, H, N.

(x)-1-(4-Bromofenylo)-5-chloropentan-1-ol (RB-238)

R = 0.39 (SiO,, CHCI,)

OH
/\/\/KQ\ bezbarwny olej

Cl
Br Wydajnoscé 14%

Analiza "H NMR (60 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.9-7.1 (m, 4H, aromat.), 4.9-4.4 (m, 1H, CH), 3.7-3.2 (m, 2H, tancuch alkilowy CH,),
3.1-2.6 (m, 1H, OH), 2.1-1.1 (m, 6H, tancuch alkilowy 3CHy,).
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(x)-1-(4-Bromofenylo)-5-(trans-dekahydroizochinolin-2-ylo)pentan-1-ol 217 (RB-239)

R: = 0.30 (SiO,, CHCI5/CH3OH = 9/1)

oH bezbarwne krysztaty

O\A)NM/KO\ Wydajno$é 75%
Br

t.t. 109-111°C

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.44 (d, J = 8.7, 2H, aromat.), 7.22 (d, J = 8.2, 2H, aromat.), 4.62 (d, J = 6.7, 1H, CHOH),
4.18 (szeroki s, 1H, OH), 2.95-2.83 (m, 1H, PHIQ), 2.77-2.65 (m, 1H, PHIQ), 2.27 (t,
J = 7.2, 2H, NCHy), 1.91-1.79 (m, 1H, PHIQ), 1.77-1.65 (m, 4H, tancuch alkilowy CH,
i PHIQ), 1.63-1.08 (m, 12H, fancuch alkilowy 2CH, i PHIQ), 1.05—-0.76 (m, 3H, PHIQ).

Anal. element. (CH3BrNO - 0.3H,0) C, H, N.

4.1.4.7. Procedura otrzymywania zwiazku 219

Etap 1. Do oziebionego (0°C) i mieszanego kwasu chlorosulfonowego (200 ml) dodawano
matymi porcjami kwas benzoesowy (0.2 mol). Nastepnie mieszanine doprowadzono do
temperatury pokojowej i ogrzewano do wrzenia przez 3h. Po doprowadzeniu mieszaniny do
temperatury pokojowej, dodawano jg kroplami, intensywnie mieszajgc, do oziebionej wody

(0°C). Otrzymany osad odsgczono, osuszono i bezposrednio uzyto w nastepnym etapie.

Kwas 3-(chlorosulfonylo)benzoesowy (RB-241)

bezbarwne krysztaty

0 o, 0
S\
“°)U o Wydajnosc 74%

t.t. 129-132°C

Etap 2. Do roztworu RB-241 w suchym THF dodano tetrahydroizochinoline i mieszano przez
2h w temperaturze pokojowej. Nastepnie odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym

cidnieniem i pozostatos¢ rozpuszczono w 1N HCI. Mieszanine reakcyjng ekstrahowano
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octanem etylu, suszono bezwodnym MgSOQO, i odparowano rozpuszczalnik na wyparce

prézniowej. Surowy produkt poddano chromatografii kolumnowe;.

Kwas 3-[3,4-dihydroizochinolin-2(1H)-ylosulfonylo]benzoesowy (RB-242)

R: = 0.26 (SiO», AcOEY)

o bezbarwne krysztaty

O\\ //0
HOJKOS\»CO Wydajnosé 34%

t.t. 216-218°C

Analiza "H NMR (60 MHz, DMSO): & [ppm]:

8.4-7.5 (m, 4H, aromat.), 7.3-6.9 (m, 4H, aromat.), 4.3 (s, 2H, THIQ CH,), 3.5-3.1 (m,
2H, THIQ CHy), 3.1-2.6 (m, 2H, THIQ CH,).

Etap 3. Do roztworu RB-242 (1 mmol) w bezwodnym chlorku metylenu dodano
N-etylodiizopropyloamine (1.5 mmol), oziebiono (0°C) i dodano mréwczanu 2,2,2-
trichloroetylowego (1.5 mmol). Po 2h mieszanine reakcyjng zageszczono. Pozostatosé
potraktowano bezwodnym THF i odsgczono. Przesgcz ochtodzono w tazni lodowej i dodano
kroplami wodny roztwér NaBH4; (5 mmol). Mieszanine stopniowo doprowadzono do
temperatury pokojowej. Po 16h mieszanine reakcyjna zgaszono 6M HCI i zalkalizowano
nasyconym roztworem NaHCOj;. Nastepnie ekstrahowano eterem dietylowym i suszono
bezwodnym Na,SO,. Odsaczono s$rodek suszacy i odparowano rozpuszczalnik pod

zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt poddano chromatografii kolumnowej.

{3-[3,4-Dihydroizochinolin-2(1H)-ylosulfonylo]fenylo}metanol (RB-243)

R: = 0.45 (SiO», CHCI/MeOH = 99/1)

bezbarwne krysztaty

rCO Wydajnosé 80%

t.t. 133-134°C

N 7
~

S
HOU

Analiza "H NMR (60 MHz, CDCls): & [ppm]:

7.9-7.4 (m, 4H, aromat.), 7.3-6.9 (m, 4H, aromat.), 5.6-5.3 (m, 1H, OH), 4.6 (d, J = 5,
2H, CH,0OH), 4.2 (s, 2H, THIQ CH,), 3.5-3.1 (m, 2H, THIQ CH,), 3.1-2.6 (m, 2H, THIQ
CHy).
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Etap 4. Do roztworu RB-243 (1 mmol) w bezwodnym chlorku metylenu (9 ml) dodano
czterobromek wegla (1.1 mmol). Mieszanine reakcyjng oziebiono do 0°C i dodano
trifenylofosfine (1.1 mmol). Mieszaning powoli (w przeciggu 2h) doprowadzono do
temperatury pokojowej, nastepnie dodano nasycony roztwér NaHCO; i ekstrahowano
chlorkiem metylenu. Ekstrakty organiczne potgczono i suszono bezwodnym Na,SO,. Po
przesaczeniu i usunieciu rozpuszczalnika na wyparce prozniowej surowy produkt

oczyszczono metodg chromatografii kolumnowe;.

2-[3-(Bromometylo)fenylosulfonylo]-1,2,3,4-tetrahydroizochinolina (RB-244)

R = 0.72 (SiO,, CHCl,)

bezbarwne krysztaty

(o)
\\S\
BrAO/ NCO Wydajnos¢ 78%

t.t. 117-119°C

Analiza "H NMR (60 MHz, CDCls): & [ppm]:

7.9-7.4 (m, 4H, aromat.), 7.4-6.9 (m, 4H, aromat.), 4.5 (s, 2H, CH,Br), 4.2 (s, 2H, THIQ
CHy), 3.5-3.2 (m, 2H, THIQ CH,), 3.0-2.7 (m, 2H, THIQ CH,).

Etap 5. Do mieszaniny RB-244 (1 mmol), trans-perhydroizochinoliny (1.2 mmol)
i bezwodnego K,COj3 (2 mmol) w acetonitrylu dodano katalityczng ilos¢ Nal. Mieszanine
reakcyjng mieszano i ogrzewano do wrzenia przez 3h. Po oziebieniu do temperatury
pokojowej, mieszanine odsgczono i odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym
cisnieniem. Do pozostatosci dodano nasycony roztwér NaHCO; i ekstrahowano
chloroformem. Ekstrakty organiczne potaczono, osuszono bezwodnym MgSO,, odsaczono
srodek suszacy i odparowano rozpuszczalnik. Surowy produkt oczyszczono metodg

chromatografii kolumnowej i za pomoca chromatotronu.
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2-(3-{[(x)-trans-Dekahydroizochinolin-2-ylojmetylo}fenylosulfonylo)-1,2,3,4-

tetrahydroizochinolina 219 (RB-246)

R: = 0.26 (SiO,, CHCI,)

bezbarwne krysztaty

)
\s\
@U "CO Wydajnos¢ 96%

t.t. 85-87°C

Analiza "H NMR (300 MHz, CDCls); & [ppm]:

7.81 (s, 1H, fenyl H-2), 7.71 (dt, J = 7.7, 1.5, 1H, aromat.), 7.55 (d, J = 7.7, 1H, aromat.),
3.45 (t, J = 7.7, 1H, aromat.), 7.18-7.10 (m, 2H, aromat.), 7.10-7.00 (m, 2H, aromat.),
4.27 (s, 2H, THIQ CH,), 3.52 (s, 2H, tahcuch metylenowy CH,), 3.37 (t, J = 5.8, 2H, THIQ
CHy), 2.91 (t, J = 5.8, 2H, THIQ CH,), 2.86-2.77 (m, 1H, PHIQ), 2.69-2.61 (m, 1H,
PHIQ), 1.97 (td, J = 11.8, 2.6, 1H, PHIQ), 1.75-1.65 (m, 2H, PHIQ), 1.63 (t, J = 11.1, 2H
PHIQ), 1.55-1.39 (m, 2H, PHIQ), 1.37-1.15 (m, 4H, PHIQ), 1.06-0.79 (m, 3H, PHIQ).

219 (fumaran): t.t. 92-95°C | Anal. element. (C25H3,N20O,S - C4H,O4 - 0.9 H,0) C, H, N.
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4.2. Metody badan in silico

4.2.1. Analiza konformacyjna pochodnych benzotriazolu

Wszystkie procedury i obliczenia modelowania czasteczkowego przeprowadzono za
pomoca programu Molecular Modeling Pro Plus wersja 6.0.3 (ChemSw Inc.)."*® Przed
analizg katow dwusciennych 14 i T, struktura zwigzkéw byta zminimalizowana w polu sitowym
MM2. Analize konformacyjng przeprowadzono, zmieniajac katy torsyjne co 1° w zakresie
0-360°. Wartosci pozostatych katéw torsyjnych ,zamrozono”, aby zredukowac ilo$¢

niskoenergetycznych konformacji.

4.2.2. Dokowanie ligandéw

Opracowana w ZChL metodyka modelowania receptorow i dokowania ligandéw
obejmuje generacje duzej populacji modeli homologicznych, ekstensywnie prébkujacych
przestrzen konformacyjng miejsca wigzacego receptora oraz automatyczne dokowanie
ligandéw do catej populacji modeli w celu uzyskania najbardziej korzystnego energetycznie
kompleksu ligand-receptor.™®

Do dokowania uzyto zestawu 100, opracowanych wczesniej, modeli homologicznych
receptora 5-HT.%%'*® Automatyczne dokowanie ligandéw zostato przeprowadzone z uzyciem

programu FlexX 2.0.3'

z zastosowaniem wiezu (filtru) farmakoforowego na oddziatywanie
pomiedzy tlenem karboksylowym kwasu asparaginowego 3.32 receptora, a protonowanym
atomem azotu liganda. Program przeszukuje przestrzen konformacyjng liganda prébkujac
jego mozliwe potozenia w miejscu wigzacym. W zaleznosci od swobody konformacyjnej
liganda otrzymuje sie od pojedynczych do kilku tysiecy kompleksow z danym modelem
receptora.

Otrzymane kompleksy ligand-receptor byty automatycznie oceniane przez funkcje
F_score (wewnetrzng funkcje programu FlexX), uwzgledniajgcg wkiady od wszystkich
oddziatywah  korzystnych i niekorzystnych pomiedzy ligandem i receptorem
(elektrostatycznych, sterycznych), a takze od energii torsyjnej samego liganda. Pod uwage
brano 100 najlepszych komplekséw wg funkcji F_score dla kazdego zwigzku, w danym
modelu receptora. Otrzymane kompleksy ligand-receptor, zostaty poddane rescoringowi
(ponownej ocenie) z uzyciem 4 kolejnych funkcji: D _score, G_score, Chem_score
i PMF_score, a nastepnie procedurze consensus scoring z uzyciem modulu CScore,
programu SYBYL 7.0. Modut CScore normalizuje i ocenia kompleksy wedtug wszystkich
mu wartos¢ ,1”. Zastosowanie CScore umozliwia wytypowanie komplekséw ligand-receptor

wysoko ocenianych réwnoczesnie przez wszystkie 5 funkcji (ocena ,5”), co zwieksza
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prawdopodobienstwo ich wysokiej jakoéci. Do analizy oddziatywan, sposréd tych
posiadajacych najwyzszg ocene, wybrano kompleksy o najwyzszej wartosci funkcji
PMF_score.

4.2.3. Metody otrzymania modeli farmakoforowych 5-HT;R i analiza dopasowania

witasnej biblioteki pochodnych sulfonamidowych

Modele analizowanych w pracy tréjwymiarowych struktur zwigzkéw (enancjomery R)

zbudowano za pomoca programu ACD/Chem Sketch Freeware v.10.0."®

Wszystkie kolejne
obliczenia wykonano przy uzyciu protokotdw zawartych w programie Accelrys Discovery
Studio Client v.2.5.0.9164. Poniewaz konformacje bioaktywne czesto posiadajg energie
wyzszg od globalnego minimum, dlatego dla wszystkich testowanych zwigzkow
wygenerowano populacje konformacji (+ 20kcal, pole sitowe CHARMmM) za pomocg protokotu
Diverse Conformation Generation, stosujgc metode BEST (Best-quality Conformation
Generation Method). Otrzymany w ten sposoéb zbiér konformacji zostat wykorzystany do
nastepnych obliczen.

Relacje przestrzenne elementéw farmakoforowych modelu selektywnosci
otrzymanego w oparciu o podejscie structure-based zostaly odwzorowane za pomocg
narzadzi pakietu Discovery Studio Acclerys (Query toolbar). Na uzyskany model natozono
ograniczenia steryczne (EV - Excluded Volumes) za pomocag algorytmu Catalyst
HipHopRefine. Seria treningowa (63—66, 84, 85, 96, 98, 99) postuzyta jako zestaw
aktywnych zwigzkow, natomiast w zestawie nieaktywnych struktur znalazty sie: 206, 212,
218, 220, 222, 224. Protokét Steric Refinement with Excluded Volumes zostat uzyty
dwukrotnie. Pierwszy model z 27 EV otrzymano, gdy przypisano dla zwigzkéw nieaktywnych
wartos¢ 0 parametru ignorowania cech farmakoforowych (MaxOmitFeat = 0) oraz drugi, z 94

EV, gdy wartos¢ wspomnianego parametru wynosita 1 (MaxOmitFeat = 1).

Rekonstrukcja modelu selektywnosci metodg ligand-based zostata przeprowadzona
na podstawie zestawu selektywnych zwigzkéw 63—66, 84, 85, 96, 98, 99, stosujgc algorytm
Catalyst HipHop, ktéry wygenerowat zestaw farmakoforéw wspélnych dla wszystkich struktur
wprowadzonych do protokotu Common Feature Pharmacophoric Generation. Domysine
ustawienia protokotu pozostawiono niezmienione. Procedure dodawania obszaréw
sterycznie zabronionych przeprowadzono w sposob analogiczny, jak w przypadku wyzej
opisanego modelu selektywnosci (structure-based). Otrzymano dwa modele, pierwszy z 20
EV (MaxOmitFeat = 0) oraz drugi z 70 EV (MaxOmitFeat = 1).

Poréwnanie modeli structure-based i ligand-based wykonano za pomocg protokotu

Pharmacophore Comparison. Przeprowadzona operacja optymalnego natozenia obu modeli
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wykazata, ze Srednie odchylenie standardowe (RMSD — Root Mean Square Deviation)

wynosi 1.89A.

Do otrzymania drugiego modelu metodq ligand-based zostat zastosowany protokét
3D QSAR Pharmacophore Generation (algorytm Catalyst HypoGen). Na podstawie
wybranego zestawu 14 zwigzkoéw o zréznicowanym powinowactwie 196, 197, 206, 207, 210,
212, 215-220, 222, 224 otrzymano pieciopunktowy model (AR, HBA, PI, HYD i HYD1). W
ustawieniach protokotu dozwolono na generowanie sfer cech farmakoforowych o réznym
promieniu (Variable tolerances) i istotnosci (Variable weights). Dane przedstawiono w tabeli
ponizej.

Tabela 9. Parametry sfer cech farmakoforowych w modelu 3D QSAR.

Promien sfer [A] 1,6 1,6 1,6 1,45 1,6

Istotnosc¢ sfer 1,725 2,243 1,725 1,725 1,725

Nastepnie za pomocg algorytmu HipHopRefine, wykorzystujac pie¢ nieaktywnych
zwigzkéw z zestawu serii treningowej 206, 212, 220, 222, 224 (MaxOmitFeat = 0),

uzupetniono uzyskany model o 10 obszaréw sterycznie zabronionych.

Do poréwnania struktur badanych zwigzkéw (populacji konformacji) z wszystkimi
wspomnianymi wyzej modelami zastosowano metode fleksyjnego dopasowania (flexible
fitting) w protokole Ligand Pharmacophore mapping. Eksperymenty mapowania dla kazdego
modelu przeprowadzano dwukrotnie, gdy parametr ignorowania cech farmakoforowych
(MaxOmitFeat) wynosit 0 i 1.
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4.3. Metody badan receptorowych in vitro

Oznaczenia powinowactwa zsyntezowanych zwigzkow do badanych typéw
receptoréw aminergicznych przeprowadzono Zaktadzie Chemii Lekéw Instytutu Farmakologii
PAN w oparciu o klasyczne metody radioizotopowe zgodnie z zamieszczong ponizej tabela.
Szczegoty procedur w odniesieniu do poszczegdlnych typow receptoréw podane sg

w odpowiednich publikacjach.

Tabela 10. Materiat biologiczny i radioligandy zastosowane do wyznaczenia powinowactwa do
receptorow 5-HTa, 5-HT2a, 5-HTg, 5-HT i Do.

Wigzanie
Receptor  Materiat biologiczny Radioligand : :
niespecyficzne
3
5-HT s Hipokamp [‘H]-8-OH-DPAT 5HT 149
(NEN Chemicals)
3
5-HTa Kora ['H}-ketanseryna Metysergid 149
(NEN Chemicals)
3
5-HT, HEK293 [HI-LSD Metiotepina 150
(Hartmann GmbH)
Podwzgodrze lub *H1-5-
5-HT, J [HI-S-CT 5-HT 6,107
HEK293 (Amersham)
3 .
D, Prazkowie [H]-spiperon Butaklamol 9
(Perkin-Elmer)

Metodyka tych badan polega na inkubacji odpowiedniego materiatu biologicznego ze
specyficznym radioligandem w obecnosci badanego zwigzku, podczas ktdrej obie substancje
wspotzawodniczg w procesie tworzenia kompleksu z danym typem receptora. Ustalony stan
rownowagi zostaje utrwalony przez odsgczenie frakcji biatkowej, w ktorej zawartosé
zwigzanego radioliganda oznaczana jest w liczniku scyntylacyjnym. Réwnoczesnie badany
jest szereg stezen danego zwiazku (najczesciej 8—10 z przedziatu 10°-10"° M), co pozwala
na wykreslenie krzywej wypierania (zaleznosci % wypierania od stezenia zwigzku)
i obliczenie wartosci 1Cs.. Warto$¢ statej wigzania (Kj) obliczana jest jako $rednia
przynajmniej z trzech niezaleznych eksperymentow na podstawie rownania Cheng-

Prusoffa:'®’!

Ki=1Cs0/ (1 + L/Kp)
gdzie: 1C5, — stezenie badanego zwigzku przy ktérym wypierane jest 50% radioliganda

L — stezenie radioliganda

139



4. Metodyka

Kp — stata rbwnowagi wigzania radioliganda w danym uktadzie

Standardowy btad pomiaru (SEM) nie przekraczat 15%.

Aktywnos¢ do receptoréw serotoninowych 5-HTg okreslono szacunkowo wg
uproszczonej procedury, ktéra polega na pomiarze % wypierania radioliganda ([°H]-LSD)
tylko przez jedno stezenie danej substancji (10° M). W kazdym eksperymencie oznaczany
byt dodatkowo zwigzek wzorcowy o znanym, wysokim powinowactwie do receptorow 5-HTg

(olanzapina) dla bezposredniego poréwnania wynikow i jako kontrola wewnetrzna testu.
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