
Tabela 3. Funkcjonalny profil badanych zwi¹zków do postsynaptycznych receptorów 5-HT1A

FUNKCJONALNY PROFIL IN VIVO DO POSTSYNAPTYCZNYCH RECEPTORÓW 5-HT  1A

NOWYCH ANALOGÓW MM 77 I MP 349 ZE ZMODYFIKOWANYM FRAGMENTEM 

IMIDOWYM

a a a b b bM. H. Paluchowska , S. Czarakcziewa-Minol , A. Bojarski , E. Tatarczyñska , A. K³odziñska , K. Stachowicz

a b Zak³ad Chemii Leków,  Zak³ad Badañ Nowych Leków, Instytut Farmakologii PAN w Krakowie

Wprowadzenie

Systematyczne badania nad zale¿noœci¹ struktura-aktywnoœæ prowadzone przez nas w grupie 

arylopiperazynowych ligandów receptorów 5-HT  doprowadzi³y do otrzymania MM 77 (1a), antagonisty 1A

1 2postsynaptycznych receptorów 5-HT ,  który wykazywa³ dzia³anie przeciwlêkowe.  Ostatnio opisaliœmy 1A

syntezê i charakterystykê farmakologiczn¹ jego analogu konformacyjnie usztywnionego - zwi¹zku 

MP 349 (1b), który zosta³ uznany jako pe³ny antagonista receptorów 5-HT  o potencjalnym dzia³aniu 1A

3,4przeciwlêkowym.  Zwi¹zek MP 349 jest pierwszym arylopiperazynowym pe³nym antagonist¹ recepto-

rów 5-HT  o œciœle okreœlonej strukturze przestrzennej.1A

Prezentowane obecnie badania dotycz¹ serii nowych analogów MM 77 (seria a) oraz MP 349 (seria b) ze 

zmodyfikowanym fragmentem imidowym.

Synteza badanych zwi¹zków

Nowe zwi¹zki obu serii otrzymano przez reakcje 4-[4-(o-metoksyfenylo)piperazyn-1-
5

ylo]cykloheksyloaminy  z odpowiednim bezwodnikiem, we wrz¹cym ksylenie. Standardowo, wszystkie 

produkty zosta³y wyizolowane z mieszaniny reakcyjnej technik¹ chromatografii kolumnowej stosuj¹c 

SiO  jako fazê stacjonarn¹, uk³ady eluentów podano w Tabeli 1. 2

1Struktury wszystkich nowych zwi¹zków zosta³y potwierdzone ich widmami H NMR. Na podstawie 

analizy sta³ych sprzê¿eñ obserwowanych dla wodorów pierœcienia cykloheksanowego w widmach 

sztywnych zwi¹zków serii b, przypisano im konfiguracjê 1e,4e-dipodstawionych pochodnych 

cykloheksanu. Zsyntetyzowane, nowe arylopiperazyny przeprowadzono w ich sole - chlorowodorki - i w 

tej postaci u¿yto do badañ in vitro i in vivo. Sk³ad otrzymanych soli ustalono na podstawie analizy 

elementarnej. 

Intensywnoœæ wystêpowania LLR u szczurów po podaniu testowanych zwi¹zków oceniano wizualnie, 

stosuj¹c nastêpuj¹c¹ skalê: 0 - dolne siekacze bardzo s³abo widoczne lub niewidoczne, 0.5 - dolne 

siekacze czêœciowo widoczne, 1 - dolna warga ca³kowicie opadniêta, dolne siekacze widoczne w 

ca³oœci. Obserwacje rozpoczynano 15 minut po iniekcji badanego zwi¹zku i powtarzano w odstêpach 15-

minutowych prze 45 minut. Ponadto u tych samych zwierz¹t badano wp³yw testowanych zwi¹zków na 

LLR wywo³ane podaniem 8-OH-DPAT, oceniaj¹c intensywnoœæ wystêpowania efektu po 15, 30 i 45 

minutach od podania agonisty.
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Schemat. Metoda syntezy badanych zwi¹zków
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Zwi¹zek R R1 R2 Ki ± SEM [nM] 
Eluenty do 

chromatografii* 
Wydajnoœæ 

[%] 

1a1 H H 6.4 ± 0.3   

1b3 
N

O

O  
–(CH2)– 15 ± 3   

2a H H 6 ± 1 A 66 

2b** 
N

O

O  
–(CH2)– 3 ± 1 A 35 

3a H H 27 ± 6 A 75 

3b 
N

O

O

CH3

CH
3

 
–(CH2)– 19 ± 1 B 73 

4a H H 7 ± 1 C 68 

4b 
N

O

O  
–(CH2)– 21 ± 5 B 48 

5a H H 3 ± 1 A  44 

5b** 
N

O

O

H

H
 

–(CH2)– 33 ± 3 D 76 

 
* A – CHCl3/CH3OH = 19/1; B – octan etylu; C – CHCl3; D – CHCl3/CH3OH = 49/1. 
** w reakcji w ksylenie otrzymano amidokwas, produkt niedomkniêty, który cyklizowano w 
bezwodniku octowym wg procedury opisanej w Organic Synthesis;6 podano wydajnoœæ 
sumaryczn¹ obu etapów. 

Dyskusja wyników

Wnioski koñcowe

· Powiêkszenie pierœcienia imidowego w strukturze MM 77 o jedn¹ grupê metylenow¹ nie zmienia 

powinowactwa do receptorów 5-HT  (1a vs 2a). Usztywnienie struktury zwi¹zku 2a daje zwi¹zek 2b, 1A

który w dalszym ci¹gu charakteryzuje siê bardzo wysokim nanomolowym powinowactwem. W 

badaniach in vivo zwi¹zki 2a i 2b zachowuj¹ siê jak antagoniœci postsynaptycznych receptorów 5-HT .1A

· Wprowadzenie do piêciocz³onowego pierœcienia imidowego w ligandzie MM 77 podwójnego 

wi¹zania nie zmienia powinowactwa w przypadku zwi¹zku 4a. Nieco obni¿one, choæ ci¹gle wysokie 

powinowactwo obserwuje siê dla zwi¹zków 3a, 3b i 4b (K  = 19-27 nM). Ligandy 3a i 3b (z i

piêciocz³onowym pierœcieniem maleimidowym podstawionym dwoma grupami metylowymi) zachowuj¹ 

siê jak macierzyste zwi¹zki MM 77 i MP 349 wykazuj¹c antagonizm wobec postsynaptycznych 

receptorów 5-HT . Zwi¹zek 4a ze skondensowanym z uk³adem maleimidowym pierœcieniem 1A

szeœciocz³onowym równie¿ wykazuje antagonizm, natomiast jego usztywniony analog 4b jest 

czêœciowym agonist¹

· Modyfikacja labilnej struktury MM 77 poprzez dodanie do fragmentu imidowego cis-skondensowa-

nego szeœciocz³onowego pierœcienia cykloheksenu zmienia profil funkcjonalny i zwi¹zek 5a zachowuje 

siê jak czêœciowy agonista postsynaptycznych receptorów 5-HT . Jego konformacyjnie zdefiniowany 1A

analog 5b pozostaje nadal, tak jak MM 77, antagonist¹ tych receptorów.

1. W „giêtkiej” serii a przeprowadzona modyfikacja fragmentu imidowego w strukturze MM 77 tylko w 

przypadku zwi¹zku 5a (czêœciowy agonista) zmienia profil funkcjonalny wobec postsynaptycznych 

receptorów 5-HT . Obecnoœæ podwójnego wi¹zania w szeœciocz³onowym pierœcieniu mo¿e mieæ 1A

zwi¹zek z takim zachowaniem liganda. Wymaga to dalszych porównawczych badañ konformacyjnych.

2. Wprowadzone zmiany strukturalne we fragmencie imidowym MP 349, antagonisty receptorów 

5-HT , równie¿ tylko w jednym przypadku tj. liganda 4b niespodziewanie zmieniaj¹ profil funkcjonalny i 1A

zwi¹zek ten mo¿na scharakteryzowaæ jako czêœciowego agonistê postsynaptycznych receptorów 

5-HT . Dalsze badania farmakologiczne powinny wyjaœniæ to zagadnienie.1A

Piœmiennictwo
1 2 3 M. J. Mokrosz et al., Med. Chem. Res., 1994, 4, 161;  G. Griebel et al., Neuropharmacology, 2000, 39, 1848;  M. H. Paluchowska et al., Eur. J. Med. 

4 5 6Chem., 2002, 37, 273;  A. Weso³owska et al., J. Pharm. Pharmacol., 2003, 55, 533;  M. H. Paluchowska et al., J. Med. Chem., 1999, 42, 4952;  
7Synteza N-fenylomaleimidu w Organic Synthesis, Coll. Vol. V, J. Wiley & Sons Inc. 1973, Str. 944;  Y.C. Cheng, W.H. Prusoff, 

8Biochem.Pharmacol.,1973, 22, 3099;  H. H. G. Berendsen et al., Pharmacol. Biochem. Behav., 1989, 33, 821.

Zwi¹zek Rodzaj aktywnoœci 

1a (MM 77) antagonista 

         1b (MP 349) antagonista 

2a antagonista 

2b antagonista 

3a antagonista 

3b antagonista 

4a antagonista 

4b czêœciowy agonista 

5a czêœciowy agonista 

5b antagonista 
 

Tabela 2. Wywo³ywanie przez badane zwi¹zki opadniêcia dolnej wargi (lower lip retraction, LLR) (A) oraz 

ich wp³yw na LLR wywo³ywane przez 8-OH-DPAT (B) u szczurów

Badania in vitro

Badania in vivo

 

Dla wszystkich zsyntetyzowanych zwi¹zków okreœlono powinowactwo do serotoninowych 
3

receptorów 5-HT  (w mózgu szczurów) na podstawie ich zdolnoœci do wypierania [ H]-8-OH-DPAT tj. 1A

trytowanej 8-hydroksy-2-(di-n-propyloamino)tetraliny. Sta³¹ wi¹zania K  okreœlono na podstawie i

7   
równania Chenga i Prusoffa . Wyniki przedstawiono w Tabeli 1. Dla porównania do³¹czono równie¿ 

 prezentowane w poprzednich pracach dane dla1a (MM 77) i 2a (MP 349).

Obie serie nowych ligandów receptorów 5-HT  zosta³y poddane badaniom farmakologicznym w celu 1A

okreœlenia ich aktywnoœci wobec tych receptorów zlokalizowanych postsynaptycznie. Z aktywacj¹ 

postsynaptycznych receptorów 5-H  zwi¹zany jest efekt opadniêcia dolnej wargi (LLR) u szczurów, 1A

który wywo³uj¹ agoniœci tych receptorów np. 8-OH-DPAT, natomiast blokowanie LLR wywo³ane przez 
8  

agonistê okreœla siê jako antagonizm. Eksperyment wykonano metod¹ opisana przez Berendsena et al .

Zwierzêta umieszczono pojedynczo w klatkach drucianych o wymiarach 30x25x25 cm i adaptowano 

przez okres 30 minut. 

Œrednia ± S.E.M. 
Zwi¹zek 

Dawka 
(mg/kg) A B 

        
Rozpuszczalnik - 0.1 ± 0.1 2.7 ± 0.1 

1a (MM 77)1 4 0.1 ± 0.1 1.6 ± 0.1b 

 8 0.1 ± 0.1 1.1 ± 0.2b 

1b (MP 349)3 0.25 0.0 ± 0.0 1.2 ± 0.2b 

 0.5 0.1 ± 0.1 0.7 ± 0.1a 

        
Rozpuszczalnik - 0.1 ± 0.1 2.8 ± 0.1 

2a 5 0.2 ± 0.1 1.5 ± 0.3a 

 10 0.4 ± 0.2 0.3 ± 0.1a 

2b 2.5 0.0 ± 0.1 1.3 ± 0.2a 

 5 0.7 ± 0.2 0.3 ± 0.2a 

        
Rozpuszczalnik - 0.1 ± 0.1 2.7 ± 0.1 

3a 1.25 0.0 ± 0.0 2.4 ± 0.7 
 2.5 0.1 ± 0.1 1.2 ± 0.2a 

 5 0.1 ± 0.1 1.0 ± 0.3a 

 10 0.1 ± 0.1 0.3 ± 0.1a 

3b 2.5 0.25 ± 0.1 1.8 ± 0.4b 

 5 0.0 ± 0.0 0.7 ± 0.3a 

        
Rozpuszczalnik - 0.1 ± 0.1 2.8 ± 0.1 

4a 1.25 0.0 ± 0.0 2.2 ± 0.4 
 2.5 0.0 ± 0.0 0.8 ± 0.2a 

 5 0.0 ± 0.0 0.6 ± 0.3a 

4b 2.5 0.5 ± 0.2 2.1 ± 0.2a 

 5 1.0 ± 0.2a 1.1 ± 0.5a 

 10 1.2 ± 0.2a 1.0 ± 0.2a 

        

Rozpuszczalnik - 0.1 ± 0.1 2.7 ± 0.1 

5a 10 0.3 ± 0.2 1.6 ± 0.3a 

 20 1.5 ± 0.3a 1.3 ± 0.3a 

5b 5 0.0 ± 0.0 1.4 ± 0.3a 

 10 0.1 ± 0.1 0.9 ± 0.2a 

        
 

Badane zwi¹zki (ip) podawano 15 min przed testem (A) lub 45 min 
przed 8-OH-DPA T (1mg/kg, sc) (B); n=6 szczurów/grupê; a p<0.01, b 
p<0.05 vs rozpuszczalnik (A) lub vs rozpuszczalnik + 8-OH-DPAT (B). 

Prezentowane badania s¹ czêœciowo finansowane przez Komitet Badañ Naukowych (KBN), Grant No. 3-P05F-012-23.
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