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STRESZCZENIE

Kumaryna i jej pochodne sa waznymi obiektami w badaniach chemii medycznej. Przeglad najnowszej litera-
tury naukowej pokazuje, ze oprocz dziatania przeciwnowotworowego, przeciwbakteryjnego, przeciwgrzybi-
czego i przeciwzapalnego, zwiazki te wykazuja dziatanie przeciwzakrzepowe oraz antyoksydacyjne. Niniejsza
praca zawiera przeglad doniesien literaturowych dotyczacych aktywnosci pochodnych 5-hydroksykumaryny
jako cennego, ale wciaz mato zbadanego zrodta struktur wiodacych do poszukiwania nowych substancji lecz-
niczych.

SLOWA KLUCZOWE: pochodne 5-hydroksykumaryn, aktywnos¢ biologiczna.

ABSTRACT

SELECTED ASPECTS OF BIOLOGICAL ACTIVITY OF 5-HYDROXYCOUMARIN DERIVATIVES

Coumarin and its derivatives constitute an important research topic in medicinal chemistry. A review of the
latest scientific literature indicates that in addition to anticancer, antibacterial, antifungal and anti-
inflammatory activities, these compounds have also anticoagulant and antioxidant effects. In this paper, a
review of literature reports is presented on the activity of 5-hydroxycoumarin derivatives as a valuable, but
still inadequately explored, source of lead structures in the search for new therapeutic substances.

KEYWORDS: 5-hydroxycoumarin derivatives, biological activity.

1. Wstep

Najlepszym i najbogatszym zrodtem nowych substancji
leczniczych jest natura, a doktadniej produkty wtornego
metabolizmu organizméw roslinnych. Kumaryny sa zwiaz-
kami naturalnymi, ktore wystepuja w roslinach w postaci
glikozydow. Naukowe bazy danych zawieraja wiele donie-
sien na temat dziatania biologicznego pochodnych kuma-
ryn. Mozna w nich znalez¢ informacje dotyczace zar6wno
dziatania przeciwzakrzepowego, jak i potencjatu prze-
ciwdrobnoustrojowego czy przeciwnowotworowego 4- i 7-
hydroksykumaryn. Tylko niewielki odsetek wszystkich do-
tychczasowych prac dotyczy pochodnych 5-hydroksy-
kumaryn, prawdopodobnie ze wzgledu na ich mate rozpo-
wszechnienie w przyrodzie. Sa wiec one niezbadanym jesz-
cze zrodtem struktur wiodacych w poszukiwaniu nowych
substancji o dziataniu biologicznym. Zwiazki te wykazuja
miedzy innymi wtasciwosci przeciwzakrzepowe, prze-
ciwdrobnoustrojowe, cytotoksyczne, wazodylatacyjne,
agonistyczne w stosunku do receptoréw kannabinoidowych,
neuroprotekcyjne, przeciwwirusowe, antymutagenne oraz
oddziatywuja z biatkami i uktadami enzymatycznymi.

2. Dziatanie biologiczne pochodnych 5-hydroksy-
kumaryny

2.1. Wtasciwosci przeciwzakrzepowe

Kumaryny wykazuja aktywnos¢ przeciwzakrzepowa, co
dobrze ilustruje obecnos¢ na polskim rynku dwunastu le-
kow zawierajacych jako substancje czynna acenokumarol
lub warfaryne (pochodne kumaryn). W 2015 roku czescy
badacze, po przeprowadzeniu badan in vitro zwigzanych z

dziataniem pochodnych 5-hydroksykumaryn na uktad
krzepniecia stwierdzili, iz pochodna 5,7-dihydroksy-4-
metylokumaryny (ryc. 1A) wptywa hamujaco na proagrega-
cyjna aktywnos¢ kwasu arachidonowego w stosunku do
preparatow pochodzacych z krwi krélika w stezeniu ponizej
10 pM [1]. Zaobserwowano rowniez, ze podobne zwiazki
posiadajace ugrupowanie metoksylowe zamiast grupy hy-
droksylowej (ryc. 1B) wykazuja tego typu dziatanie, ale
przy wyzszych stezeniach, rzedu 50-100 pM.
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Ryc. 1. A) Pochodna 5,7-dihydroksykumaryny o wtasciwosciach
inhibitora krzepniecia; B) pochodna 5,7-dimetoksylokumaryny
hamujaca agregacje ptytek krwi.

Oceniono, ze efekt antykoagulacyjny po zastosowaniu
pochodnych 4-hydroksykumaryny i 5-hydroksykumaryny jest
taki sam, ale mechanizm dziatania tych zwiazkow jest in-
ny. W pierwszym przypadku dochodzi do zahamowania
agregacji poprzez blokade tworzenia aktywnej formy wi-
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taminy K, w drugim zwigzane jest to z obecnoscia kolagenu
i czynnika aktywujacego ptytki.

2.2. Wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe

Do roku 2015 opisano wiele wtasciwosci przeciwbakte-
ryjnych i przeciwgrzybiczych zwiazkéow kumarynowych,
jednak dotycza one gtownie 4- i 7-hydroksypochodnych. Na
Wydziale Farmaceutycznym WUM w Zaktadzie Chemii Or-
ganicznej w 2015 roku powstata praca, w ktorej zaprezen-
towano wyniki badan biologicznych dla 5-hydroksypochod-
nych kumaryn [2]. Dla przedstawionej na ryc. 2A 4,7-dime-
tylo-5-[4-(pirydyn-4-ylo)butoksy]kumaryny stezenie bakte-
riobdjcze mierzone wzgledem szczepu Micrococcus luteus
ATCC 10240 byto rowne 15 pg/cm3. Badania in vitro bifla-
wonoidéw wyekstrahowanych z Ormocarpum trichocarpum,
posiadajacych w czasteczce fragment 5-hydroksykumaryny
rowniez dowiodty, ze 5-hydroksypochodne kumaryny wyka-
Zuja potencjat przeciwdrobnoustrojowy [3]. W tescie ptyt-
kowym, ktory jest wykorzystywany do okreslenia wartosci
MIC (minimalne stezenie hamujace wzrost bakterii) uzyto
etanolowych roztworéw wyizolowanych flawonoidow w za-
kresie stezen 1,25-0,00245 mg/cm3, a ich dziatanie porow-
nano z neomycyna w stezeniu 100 pg/cm3. Do badania zo-
staty wykorzystane szczepy E. coli, S. aureus, B. subtilis i
K. pneumoniae.
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Ryc. 2. A) Budowa 4,7-dimetylo-5-[4-(pirydyn-4-ylo)butoksy]
kumaryny, skutecznie zwalczajacej szczep M. luteus. B) Wzor

chemiczny biflawonoidu wyekstrahowanego z Ormocarpum
trichocarpum, ktory posiada ugrupowanie 5-hydroksykuma-

ryny.

Zwiazek zaprezentowany na ryc. 2B hamowat wzrost S.
aureus, jednak w znacznie stabszym stopniu niz neomycy-
na, stosowana jako zwiazek porownawczy. Aktywnos¢ an-
tybakteryjna neomycyny byta wigksza prawie 4-krotnie
(MIC = 4,0 upM, MIC neomycyna = 1,3 pM).
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2.3. Dziatanie cytotoksyczne

Grupa tajlandzkich naukowcow zbadata pochodne ku-
maryn pod katem mozliwosci zwalczania ludzkich komorek
nowotworowych [4]. Zrodtem zwiazkow stuzacych do badan
byty nasiona Mammea siamensis, tradycyjnie stosowane w
Azji potudniowowschodniej jako srodek wspomagajacy pra-
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ce serca i uktadu krazenia. Badanie przeprowadzono na
czterech liniach komorkowych wobec kamptotecyny, jako
kontroli [4]. Sposrod badanych kumaryn wytonione zostaty
dwie: surangina C (ryc. 3) i terapina B (ryc. 4), wykazujace
najlepsze dziatanie przeciwnowotworowe w badanej grupie
zwigzkow (tabela 1).

Na podstawie analizy zmian w budowie strukturalnej
zwigzkow badacze doszli do wniosku, iz wystepowanie
ugrupowania geranylowego w pozycji Cé pierscienia kuma-
rynowego w suranginie C ma istotne znaczenie dla dziata-
nia cytotoksycznego. Nalezy jednak zwroci¢ uwage na to,
ze badania zostaty przeprowadzone jedynie na komoérkach
zmienionych patologicznie, brak w tym przypadku wynikow
badan porownawczych dla komérek zdrowych.

CHy

Ryc. 3. Surangina C.

Ryc. 4. Terapina B.

Tabela 1. Podsumowanie aktywnosci cytotoksycznej dla suran-
giny C i terapiny B wobec kamptotecyny, jako kontroli [4].

Zwiazek ICso [ug/cm?]
MCF-7 Hela HT-29 KB
Surangina 1,33 2,56 0,78 1,33
Terapina B 4,64 3,52 4,06 4,06
Kamptotecyna 0,20-2,00

MCF-7 - komorki gruczolakoraka piersi, HeLa - komorki raka
szyjki macicy, HT-29 - komorki raka jelita grubego i odbytnicy,
KB - komorki raka jamy ustnej

W 2010 roku, trzy lata po odkryciu tajlandzkich na-
ukowcow, wietnamska grupa opublikowata podobna prace,
potwierdzajaca dziatanie cytotoksyczne suranginy C oraz
terapiny B [5]. Do listy kumaryn aktywnych biologicznie,
wchodzacych w sktad rosliny Mammea siamensis dodano
takze m.in. terapine C (ryc. 5).

Ryc. 5. Terapina C.
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Wartos¢ ICso dla terapiny C wobec wczesniej juz testo-
wanych linii komoérkowych wynosita 1-10 pM. Wietnamscy
naukowcy doszli takze do wniosku, iz proces metylowania
nie ma wptywu na dziatanie cytotoksyczne [5].

Wtasciwosci terapin A-D badano takze w Stanach Zjed-
noczonych [6]. Do badan wykorzystano inne linie komérko-
we: KB - rak jamy ustnej, Lul - komorki raka ptuc, LNCap -
hormonozalezny rak gruczotu krokowego oraz Col2 - ko-
morki raka jelita grubego. We wszystkich przypadkach te-
rapina A okazata sie najskuteczniejsza w stosunku do ko-
morek nowotworowych (tabela 2). Powyzsze zwiazki zosta-
ty takze przebadane w kierunku aktywnosci przeciwpier-
wotniakowej z zastosowaniem Plasmodium falciparium,
w zestawieniu z chloroching stanowiaca pozytywna kontro-
le. Jednakze stezenia zatrzymujace wzrost pierwotniakow
byty wyzsze niz stezenia chlorochiny wywotujace analo-
giczny efekt, od 2 do 5 rzedow wielkosci [6].

Tabela 2. Podsumowanie aktywnosci cytotoksycznej terapin A-
D [6].

Zwiazek ICs0 [pUM]
Lu1 Col2 KB LNCaP
Terapina A 7,5 7,2 3,5 3,5
Terapina B 16,2 7,2 5,7 5,4
Terapina C 42,8 13,1 6,2 6,4
Terapina D >53,8 >53,8 52,2 53,8

Lu1 - komorki raka ptuc, Col2 - komorki raka jelita grubego, KB
- komorki raka jamy ustnej, LNCaP - hormonozalezny rak gru-
czotu krokowego

W 2009 roku przeprowadzono takze analize cytotok-
sycznego dziatania pochodnych kumaryn zawierajacych
wolng grupe hydroksylowa w pozycji 5. Badano wptyw
zwiazkow na hamowanie rozwoju raka piersi MCF-7
oraz MDA-MB-231. Badania wykazaty, ze sposrod 21 prze-
analizowanych zwiazkow najwieksza aktywnoscia charakte-
ryzowaty sie 5-hydroksypochodne (ryc. 6). Wartosci ICsp dla
tych zwiazkow wahaty sie miedzy 7,6 - 22.3 uM dla linii
komorkowej MCF-7 oraz miedzy 7,9 -50 pM dla linii MDA-
MB-231 (tabela 3) [7].

Ryc. 6. Pochodne 5-hydroksykumaryn o wtasciwosciach prze-
ciwnowotworowych.

Badania dziatania cytotoksycznego pochodnych 5-
hydroksykumaryn prowadzono takze w Zaktadzie Chemii
Organicznej WUM. Opublikowano wyniki analiz wykonanych
na dwoch liniach komorkowych: raka szyjki macicy Hela
oraz mysich fibroblastach NIH3T3 [2]. Procent przezywal-
nosci komorek okreslono po ich 48-godzinnej inkubacji z
roztworami analizowanych zwiazkéw o stezeniu 100 pM.
Wytoniono dwa zwiazki o najwyzszej aktywnosci: 4,7-di-
metylo-5-[4-(pirydyn-4-ylo)butoksy]kumaryne) oraz 6-ace-
tylo-4,7-dimetylo-5-[4-(pirydyn-4-ylo)butoksy]kumaryne)
(ryc. 7). Oba zwiazki zawieraty ugrupowanie pirydylopipe-
razynylowe, réznity sie jedynie obecnoscia grupy acetylo-
wej w potozeniu 6 pierscienia kumaryny. 4,7-Dimetylo-5-
[4-(pirydyn-4-ylo)butoksy]kumaryna) pozostawita 3% zy-
wych komorek nowotworowych oraz 2% zdrowych komorek,
natomiast  6-acetylo-4,7-dimetylo-5-[4-(pirydyn-4-ylo)bu-
toksy]kumaryna) 22% zywych komorek nowotworowych i
21% zdrowych. Oznacza to, ze zwiazki byty cytotoksyczne
w porownywalnym stopniu zaréwno dla badanych zdro-
wych, jak i nowotworowych komorek.

Tabela 3. Wartosci ICso pochodnych 5-hydroksykumaryny
wzgledem komorek raka piersi [7]. Numeracja zwiazkow
odpowiada ryc. 6.

Zwiazek 1Cs0 [UM]
MCF-7 MDA-MB-231
(1) 7,6 10,6
(2) 14,2 9,3
(3) 22,3 50,0
(4) 14,4 7,9
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Ryc. 7. Pochodne 5-hydroksykumaryn zsyntetyzowane w Zakta-

dzie Chemii Organicznej WUM.

2.4, Wtasciwosci wazodylatacyjne

W 2015 roku zostaty wykonane badania in vitro okresla-
jace wptyw zwiazkow kumarynowych na zjawisko wazody-
latacji [1]. Wazodylatacja oznacza zdolnos¢ rozszerzania
sie miesniowki gtadkiej naczyn w reakcji na skurcz spowo-
dowany réznymi substancjami, takimi jak np. sympatyko-
mimetyki (norepinefryna, fenylefryna), pochodne prosta-
glandyny H, endotelina-1 oraz duze dawki roztworu chlor-
ku potasu. lzoimperatoryna - (5-(3-metylobut-2-enoksy)
psoralen (ryc. 8), jako jedyna wsrdd badanych substancji
posiadata fragment O-alkilowanej 5-hydroksykumaryny, a
jej reakcja przeciw skurczowi naczyn krwionosnych byta
najmocniejsza, gdy skurcz wywotano sympatykomimetyka-
mi. Znaczaca wazodylatacje zaobserwowano w przedziale
stezen 50-100 uM. Zdaniem autoréw rozkurcz miesniowki
gtadkiej naczyn, ktory zostat zauwazony po podaniu testo-
wanych kumaryn, nie byt spowodowany wptywem na recep-
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tory muskarynowe, ATP-zalezne kanaty potasowe, ani na
receptory adrenergiczne. Najprawdopodobniej zwiazki te
hamowaty potencjatozalezne kanaty wapniowe obecne w
btonie komoérkowej, a ponadto redukowaty wyrzut jonow
wapnia z siateczki endoplazmatycznej. Chociaz zrdznico-
wanie struktur analizowanych zwigzkow (m.in. pochodnych
5-hydroksykumaryn) byto bardzo duze, autorzy badan pod-
kreslaja wspolny mechanizm dziatania bazujacy na regulo-
waniu stezenia jondéw wapnia. Z punktu widzenia budowy
zwiazkow, za dziatanie wazodylatacyjne gtownie odpowia-
dato potozenie i dtugos¢ tancucha bocznego. Wydtuzenie,
skrocenie, jak rowniez zmiana pozycji tancucha ostabiaty
wtasciwosci rozkurczowe w powyzszym badaniu.

CH,
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Ryc. 8. Budowa izoimperatoryny (5-(3-metylobut-2-
enoksy)psoralenu) o dziataniu wazodylatacyjnym.

2.5. Wtasciwosci agonistyczne w stosunku do receptorow
kannabinoidowych

Ze wzgledu na zdolno$¢ zmniejszania cisnienia we-
wnatrzgatkowego, pochodne kumaryn bedace strukturalnie
tozsame ze zwiazkami z grupy kannabinoidow, potencjal-
nie moga byc stosowane w przebiegu jaskry [8]. Amerykan-
scy badacze, opierajac sie na analizie zaleznosci struktura-
aktywnos¢, zsyntetyzowali zwiazki posiadajace szkielet 5-
hydroksykumaryny i poddali je badaniom in vivo oceny ci-
Snienia wewnatrz obu gatek ocznych u krolikow [9]. Bada-
nia wykazaty, ze najskuteczniejsza pochodna (ryc. 9), po
podaniu dozylnym, przyczynita sie do zredukowania cisnie-
nia w gatce ocznej o 18%, w stosunku do poprawy rzedu 24-
38% przy uzyciu stosowanych dotychczas kannabinoidow
[10].

=
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Ryc. 9. Budowa pochodnej 5-hydroksykumaryny zmniejszajacej
cisnienie wewnatrzgatkowe.

Pochodne 5-hydroksykumaryny zostaty uwzglednione
rowniez w badaniu, w ktorym poréwnywano ich wptyw na
ludzkie i szczurze receptory kannabinoidowe CB2 [11].
Oceniano dziatanie zwigzkow jako potencjalnych agonistow
receptorow CB2 przez pomiary cAMP (cyklicznego monofos-
foranu adenozyny) w embrionalnych komérkach nerkowych
z linii HEK po kontakcie z badanym zwiazkiem oraz pomiary
stezenia jonow Ca2+ w komorce przy pomocy metody
FLIPR. Dzigki obu metodom dla kazdego z badanych zwiaz-
kow mozna byto okresli¢ stezenia, ktére powodowaty po-

budzenie 50% receptoréw w probce badanej. Wybrano dwa
zwiazki posiadajace wtasciwosci silnego agonisty, ktore
jednoczesnie zawieraty ugrupowanie 5-hydroksykumaryny
(ryc. 10). Zwiazki roznity sie jedynie obecnoscia grupy me-
tylowej w pozycji C5 pierscienia kumaryny. Obecnosc
ugrupowania eterowego spowodowata dodatkowe wzmoc-
nienie dziatania wzgledem ludzkich receptoréw, a na re-
ceptory szczurze efektywniej oddziatywata pochodna z
wolna grupa hydroksylowa. Podsumowanie wtasciwosci obu
zwigzkow prezentuje tabela 4.

2.6. Wiasciwosci neuroprotekcyjne

Udary mdzgu sa czesta przyczyna zgondw, a wsrod nich
wiekszo$¢ stanowia udary niedokrwienne. Dlatego tez
istotne staty sie badania w kierunku poszukiwania substan-
cji czynnych, ktore zwiekszaja odpornosc uktadu nerwowe-
go na niedotlenienie. Ze wzgledu na wtasciwosci przeciw-
zapalne i przeciwutleniajace, wsrod substancji badanych w
tym kierunku znalazty sie takze naturalnie wystepujace
hydroksykumaryny oraz ich syntetyczne pochodne, np. 5,7-
dihydroksy-4-metylo-3-(4-metylopiperazyn-1-ylo)kumaryna
(ryc. 11) o silnym dziataniu przeciwzapalnym, zwigzanym z
hamowaniem czynnika chemokinopodobnego CKLF-1.

@)

Ryc. 10. Zwiazki zawierajace ugrupowanie 5-hydroksykumaryny
o charakterze agonistow receptora kannabinoidowego CB2.

Tabela 4. Zestawienie wartosci ECso dla agonistow ludzkich i
szczurzych receptorow CB2 oceniane metodami cAMP i FLIPR
[11]. Budowe zwiazkéw przedstawiono na ryc. 10.

Zwiazek ECso [NM]
Metoda cAMP Metoda FLIPR
hCB2 rCB2 hCB2 rCB2
(1) 70 13 >10pM 56
(2) 49 25 >3 UM 66

hCB2 - ludzki receptor CB2; rCB2 - szczurzy receptor CB2

HO 0 0]

Ryc. 11. Budowa 5,7-dihydroksy-4-metylo-3-(4-metylopipe-
razyn-1-ylo)kumaryny o dziataniu przeciwzapalnym.
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Zwiazek przedstawiony na ryc. 11 oraz szereg jego po-
chodnych poddano ocenie w odniesieniu do zmniejszenia
wrazliwosci komodrek na niedostateczne odzywianie [12].
Badania in vitro wykonano na guzie chromochtonnym rdze-
nia nadnerczy pochodzacym z linii komorkowej PC12, po
uprzednim ograniczeniu dostepu tlenu i glukozy. Dzieki wy-
konanej analizie badaczom udato sie wytoni¢ zwiazek o
najlepszym, wedtug nich, dziataniu neuroprotekcyjnym,
ktory jednoczesnie nie wptywa na proliferacje komorek

(ryc. 12).
H,;C CH
3~ CH5 @/ 3

N
2
HO 0 0

Ryc. 12. Wzor 7-hydroksy-5-metoksy-3-(4-metylopiperazyn-1-
ylo)kumaryny o potencjale neuroprotekcyjnym.

Wyniki badan in vivo wykazaty, ze podanie dozylne roz-
tworu alkoholowego roztworu 7-hydroksy-5-metoksy-3-(4-
metylopiperazyn-1-ylo)kumaryny, po wczesniejszym za-
mknieciu tetnicy Srodkowej mozgu, zmniejsza obszar nie-
dokrwienia, obrzek mozgu oraz tempo mechanizmoéw apop-
tycznych przebiegajacych w korze mozgowej wzgledem
proby kontrolnej. Podsumowujac, naukowcy doszli do
whniosku, ze alkilowanie grupy hydroksylowej w potozeniu 5
pierscienia kumarynowego miato istotny wptyw na wtasci-
wosci neuroprotekcyjne. Proby zmiany potozenia lub cha-
rakteru czesci alkoksylowej powodowaty spadek wywiera-
nego efektu biologicznego.

2.7. Dziatanie przeciw wirusowi HIV

W publikacji z 2005 roku opisano ztozone zwiazki che-
miczne posiadajace O-alkilowana 5-hydroksykumaryne,
ktore miaty zdolnos¢ hamowania replikacji materiatu gene-
tycznego w komorkach zarazonych wirusem HIV-1 i HIV-2
[13]. W badaniach oznaczano stezenia réznych zwiazkow
niezbedne do zmniejszenia o potowe liczby komorek z linii
MT-4 patologicznie zmienionych wirusem. Limfocyty MT-4
zostaty pobrane od pacjenta chorego na biataczke limfocy-
tarna. Za zwiazek o najwiekszym potencjale przeciwwiru-
sowym uznano pochodna, ktora zawierata szkielet 5-
hydroksykumaryny (ryc. 13).

HaC

Ryc. 13. Pochodna 5-metoksykumaryny o wysokim potencjale
przeciw wirusowi HIV.

Wartosc¢ ECso (efektywne stezenie potrzebne do ochro-
ny potowy komorek przed patologicznym wptywem wirusa)
wynosita dla tej pochodnej: 0,17 pg/cm® (HIV-1) i 0,30
pg/cm® (HIV-2). Dalsze badania wykazaty jednak wysoka
toksycznosc zwiazku, przez co jego zastosowanie w poten-
cjalnej terapii stato sie niemozliwe.
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Ryc. 14. Budowa alloksantyletyny, zwiazku wykazujacego dzia-
tanie przeciwko wirusowi HIV.

Pomimo tego japonscy badacze po 5 latach postanowili
powrdci¢ do zagadnienia walki z wirusem HIV przy uzyciu
substancji otrzymanych z hydroksykumaryn [14]. Nie zmie-
nili oni metodyki badan: materiatem pozostata linia komor-
kowa MT-4, a celem - okreslenie ECso. Alloksantyletyna -
pochodna zawierajaca fragment 5-hydroksykumaryny (ryc.
14), okazata sie by¢ najbardziej aktywna sposrod puli ba-
danych zwiazkow, jednak dziatata dopiero w stezeniu 4,3
pg/cm® - w odréznieniu od wezeéniej wymienionej pochod-
nej 5-metoksykumaryny (ryc. 13), ktdra dziatata w stezeniu
0,17 pg/cm’.

2.8. Dziatanie antymutagenne

W 1997 roku zaprezentowano wyniki badan dotyczace
zapobieganiu rozwojowi i rozprzestrzenianiu mutacji po-
wstajacych w organizmie pod wptywem dziatania nitropo-
chodnych, takich jak: 3-nitrofluoroanten, 1-nitropiren oraz
2-nitrofluoren. Jako materiat do badan wykorzystano ko-
morki bakteryjne Salmonella typhimurium [15]. Przeanali-
zowano 110 zwiazkow, zaroéwno syntetycznych, jak i po-
chodzenia naturalnego, pod katem dziatania antymutagen-
nego. Sposrdd nich az 32 nalezaty do grupy kumaryn, a 4
byty pochodnymi 5-hydroksykumaryny. Zwiazkiem, ktory
okazat sie najaktywniejszy, byt bergapten (5-metoksy-
psolaren - ryc. 15). Przy stezeniu do 10 pmol/ptytke ha-
mowat on proces mutagenezy odpowiednio dla: 3-
nitrofluorantenu w 63,7%, 2-nitrofluorenu w 14,6%, 1-
nitropirenu w 69,3%. Zas wartosc¢ IDg, (dawka w 50% za-
trzymujaca proces mutagenezy) wynosita dla 3-nitroflu-
orantenu 5,8 pmol/ptytke, a dla 1-nitropirenu 7,1 pm-
ol/ptytke. Wyniki te potwierdzaja, ze 5-hydroksy-kumaryny
moga mie¢ dziatanie przeciwmutagenne.

o-CHs
(A
o =

Ryc. 15. Wzor bergaptenu (5-metoksypsolarenu).

2.9. Biatka i uktady enzymatyczne
2.9.1. Cytochrom P450

Nadrodzina cytochromu P450 (CYP) jest grupa hemo-
protein wykazujacych aktywnos¢ monooksygenaz. Pomimo
iz sa one obecne we wszystkich tkankach, to jako enzymy
mikrosomalne charakteryzuja sie najwieksza aktywnoscia w
rdzeniu nadnerczy oraz watrobie. Fizjologicznie biorg
udziat m.in. w przemianach kwasow ttuszczowych, hormo-
now steroidowych i eikozanoidow [16]. Enzymy te utatwia-
ja usuwanie z ustroju licznych ksenobiotykow, gtownie hy-
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drofobowych, poprzez katalizowanie ich hydroksylacji. Do
grupy ksenobiotykow nalezy wiele substancji leczniczych,
totez w wielu przypadkach aktywnos¢ CYP odpowiada po-
srednio za skutecznos¢ stosowanej farmakoterapii wptywa-
jac na osiagane stezenie leku w tkankach i osoczu. Z tego
powodu nadrodzina cytochromu P450 jest najdoktadniej
analizowana grupa biatek katalizujacych metabolizm kse-
nobiotykow [17]. Niekiedy aktywnos¢ niektorych izoform
CYP oznacza sie rutynowo w badaniach laboratoryjnych
przed rozpoczeciem farmakoterapii.

2.9.1.1. CYP3A4

W metabolizmie ponad potowy lekéw stosowanych kli-
nicznie udziat bierze enzym izoenzym CYP3A4 [18]. Od ak-
tywnosci tego enzymu, istotnej przy projektowaniu lekow,
zalezy wybor strategii leczenia, ponadto jego dziatanie
wptywa na wiele interakcji lek-zywnos¢ oraz lek-lek. Jedna
z najbardziej znanych interakcji lek-zywnos¢ jest wptyw
spozywania soku grejpfrutowego na spadek aktywnosci
CYP3A4. Wsrdd licznych zwiazkow biologicznie czynnych
obecnych w grejpfrucie, pochodne benzofuranu (paradisy-
na A i B) najintensywniej hamuja CYP3A4 (ryc. 16). Zmie-
rzone dla powyzszych struktur wartosci 1Cso wzgledem
CYP3A4 znajdowaty sie w zakresie 0,07-0,15 pM [19].

Di@

Ryc. 16. Wzory chemiczne paradisyny A (u gory) i paradisyny B,
silnych inhibitorow CYP3A4 obecnych w soku grejpfrutowym.

W 2007 roku japonscy badacze opublikowali prace opi-
sujaca hamujace wtasciwosci dimerycznych kumaryn i fu-
ranokumaryn na CYP3A4 [19]. Chcieli stworzy¢ prostsze niz
paradisyna struktury, rownoczesnie zachowujac silne dzia-
tanie hamujace. Wsrod badanych zwiazkéow byty dimery
sktadajace sie z dwoch czasteczek 5-hydroksykumaryny.
Ryc. 17 prezentuje niektore z omawianych struktur.

Autorzy przedstawili dziatanie analizowanych zwiazkow
przy pomocy wartosci ICso (stezenie niezbedne do zahamo-
wania w 50% cytochromalnej hydroksylacji testosteronu).
Dimery furanokumarynowe wykazaty najwieksza aktyw-
nos¢, z wartosciami ICso do trzech rzedow wielkosci niz-

szymi niz kumarynowe odpowiedniki (tabela 5). Wedtug
autorow odpowiedzialny za to byt dodatkowy pierscien fu-
ranowy, ktory otwierat sie podczas oddziatywania z cyto-
chromem i tworzyt epoksyd, ktory wspomagat kowalencyj-
ne przytaczenie czasteczki do enzymu (jego czesci biatko-
wej), co powodowato jego unieczynnienie.
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Ryc.17. Budowa homodimerycznej furanokumaryny hamujacej
CYP3A4 (A), heterodimerycznej furanokumaryny hamujacej
CYP3A4 (B) i homodimerycznej 5-hydroksykumaryny hamuja-
cej CYP3A4 (C).

Tabela 5. Zestawienie wartosci ICso w procesie hamowania 68-
hydroksylacji testosteronu dla homo- i heterodimerycznej fu-
ranokumaryny oraz homodimerycznej 5-hydroksykumaryny.

Zwiazek ICso [pM]
A) 0,13
(B) 0,03
(€ >10

(A) homodimeryczna furanokumaryna hamujaca CYP3A4, (B)
heterodimeryczna furanokumaryna hamujaca CYP3A4; (C) ho-
modimeryczna 5-hydroksykumaryna hamujaca CYP3A4 (ryc. 17)

2.9.1.2. CYP2A6

W 2013 roku ten sam zespot opublikowat dziatanie po-
chodnych kumaryny na izoenzym CYP2A6. Cytochrom
CYP2A6 nie ma tak istotnego znaczenia jak CYP3A4 w me-
tabolizmie lekdw, jednak substratami dla tego enzymu mo-
ga byc¢ zwiazki silnie kancerogenne, takie jak aflatoksyna
B1 lub nitrozoaminy wystepujace w dymie tytoniowym
[20,21]. Nikotyna jest silnym induktorem CYP2A6, dlatego
tez selektywne inhibitory sa duza szansa na zmniejszenie
ryzyka nowotworow wynikajacych z palenia tytoniu i na-
daktywnosci CYP2A6 [20]. Autorzy badan podkreslili dodat-
kowa korzys¢, jaka byta mniejsza che¢ palenia tytoniu
spowodowana wolniejszym usuwaniem nikotyny z ustroju.
Roznice w stezeniach ICsp dla CYP2A6 oraz CYP3A4 i
CYP2D6 wahaty sie w granicach jednego rzedu wielkosci, co
pociagato za soba potencjalne ryzyko zmiany farmakokine-
tyki licznych zwiazkéw leczniczych. W opisanym badaniu
selektywnym i niezwykle skutecznym inhibitorem CYP2A6
okazata si¢ 5-metoksykumaryna, zaprezentowana na ryc.
18.

Dla 5-metoksykumaryny réznice w stezeniach hamuja-
cych aktywnos¢ enzymatyczng CYP2A6 oraz CYP3A4 i
CYP2D6 siggaty dwoch rzedow wielkosci. Wyniki badania
dziatania 5-metoksykumaryny na CYP w odniesieniu do me-
toksalenu, ktory jest inhibitorem CYP2A6, prezentuje tabe-
la 6.
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Ryc. 18. Wzor 5-metoksykumaryny silnie i selektywnie hamuja-
cej CYP2A6.

Tabela 6. Porownanie wartosci ICso metoksalenu i 5-
metoksykumaryny wzgledem roznych izoform CYP [20].

Zwiazek 1Cs0 [pM]

CYP2A6 CYP3A4  CYP2D6
Metoksalen 0,47 5,46 >50
5-Metoksykumaryna 0,13 >50 >50

Analiza wptywu miejsca przytaczenia do pierscienia
kumaryny podstawnika metoksylowego wykazata, iz substy-
tucja w potozeniu 5 badz 6 podnosi efektywnosc dziatania
substancji, jako inhibitora enzymow cytochromalnych, a
podstawienie w potozeniu 4 lub 8 powoduje wyrazne osta-
bienie tej efektywnosci. Opisywang zaleznos¢ przedstawio-
no w tabeli 7.

Tabela 7. Poréwnanie aktywnosci hamujacej wzgledem CYP2A6
dla réznych metoksykumaryn (wartosci ICso) [20].

Zwiazek 1Cso [HM]
4-Metoksykumaryna >10
5-Metoksykumaryna 0,13
6-Metoksykumaryna 0,64
8-Metoksykumaryna 4,5

5-Metoksykumaryna, poza rola inhibitora CYP2A6, jest
takze jego substratem. CYP2A6 bierze udziat w metaboli-
zmie 75% kumaryn, powodujac 7-hydroksylacje i utatwiajac
wydalanie tych zwiazkow z ustroju.

2.9.2. Czynnik chemokinopodobny CKLF-1

Chemokiny sa biatkami o silnym dziataniu chemotak-
tycznym i biora udziat w hematopoezie i angiogenezie [22].
Liczne choroby przewlekte takie jak astma, stwardnienie
rozsiane czy reumatoidalne zapalenie stawow zwigzane sa
z dysfunkcja chemokin, a takze receptoréow dla nich specy-
ficznych, np. receptora CCR4 umiejscowionego na limfocy-
tach T. Czynnik chemokinopodobny CKLF-1 jest ligandem
receptora CCR4, ktory uczestniczy w procesach regeneracji
miesni szkieletowych i wzrostu, jak rowniez jest chemo-
atraktantem komodrek w uktadzie odpornosciowym [23].
Nadekspresja CKLF-1 u szczuréw chorych na astme powo-
dowata wzrost aktywacji receptora CCR4, co zapoczatko-
wato poszukiwania nowych lekow przeciwastmatycznych
[22]. W 2009 roku pekinscy naukowcy opublikowali prace
dotyczaca pochodnych kumaryn, ktére mogtyby by¢ anta-
gonistami CKLF-1. Po dogtebnej analizie wszystkich bada-
nych zwiazkow, wybrano ten o najsilniejszym dziataniu
hamujacym (ryc. 19).

HO 0 0]

Ryc. 19. Budowa antagonisty CKLF-1, pochodnej 5-
hydroksykumaryny.

Jako materiatu do badan uzyto embrionalnych komérek
nerki HEK293, ktodre byty transfekowane receptorami CCRA4.
Aktywnos¢ badanych zwigzkow mierzono za pomoca warto-
$ci ICso (stezenie, przy ktorym o potowe cofa sie efekt wy-
wotany przez wczesniejsza ekspozycje na CKLF-1). Wartos¢
ICso dla najaktywniejszej struktury wynosita 21,2 nM. Auto-
rzy zaproponowali mechanizm dziatania oparty na redukcji
ekspresji czynnika NF-kB o charakterze prozapalnym w wy-
niku blokowania potaczenia receptora CCR4 z CKLF-1, co
prowadzi do redukcji naptywu komorek uktadu odporno-
sciowego i ostabienia lub zaniku symptomow zapalenia tka-
nek.

2.9.3. Lipooksygenazy

Lipooksygenazy (LOX) katalizuja proces peroksydacji
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych, ktore zawieraja
fragment cis,cis-1,4-pentadienowy, np. kwasu linolowego
i arachidonowego. Enzymy z tej grupy maja istotne zna-
czenie przede wszystkim w kaskadzie przemian kwasu ara-
chidonowego oraz w syntezie leukotrienow (lipidy zwiazane
z uktadem odpornosciowym) [24]. Choroby przewlekte ta-
kie jak astma, przewlekta obturacyjna choroba ptuc czy
nowotwory moga miec¢ zwiazek z patologicznymi stanami
lipooksygenaz, z czego wynika potrzeba poszukiwania no-
wych substancji leczniczych. W 2006 roku po raz pierwszy
pojawity sie doniesienia na temat hamowania LOX przez
pochodne 5-hydroksykumaryn, jednak badania nie daty
obiecujacych wynikow [25]. Dla wybranej pochodnej kuma-
ryny (ryc. 20) wartosci ICso byty wyzsze niz 100 pM wzgle-
dem retikulocytarnej 15-LOX oraz ludzkiej ptytkowej 12-
LOX.

9 NS
=

Ryc. 20. Budowa pierwszej zaproponowanej pochodnej 5-
hydroksykumaryny potencjalnie hamujacej enzym lipooksyge-
naze.

W 2012 roku naukowcom z lranu udato sie uzyskac
znacznie lepsze wyniki w badaniach prenylowych pochod-
nych hydroksykumaryn [26]. Analizowali oni efektywnos¢
zsyntetyzowanych zwiazkéw w blokowaniu rekombinowa-
nej ludzkiej 15-LOX. Wartosci ICso, ktore otrzymali, wynosi-
ty odpowiednio: dla pochodnej 5-O-farnezylowej 3,6 UM,
podczas gdy mniej aktywna okazata si¢ pochodna gerany-
lowa: 1Csp wynosito 12,8 uM. Obie struktury zostaty przed-
stawione na ryc. 21.
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Ryc. 21. Pochodne 5-hydroksykumaryny z podstawnikiem far-
nezylowym (A) i geranylowym (B), hamujace ludzka lipooksy-
genaze.

Dodatkowe badania in silico wykazaty, ze skutecznosc
opisywanych zwiazkow, jako inhibitorow 15-LOX, bazuje
gtownie na wiazaniu wodorowym pomiedzy tlenem z grupy
alkoksylowej w potozeniu C5 a grupa hydroksylowa zwiaza-
na z atomem zelaza enzymu.

3. Podsumowanie

W ostatnich latach obserwuje sie wzrost zainteresowa-
nia pochodnymi 5-hydroksykumaryny, ktére, obok dobrze
znanych i zbadanych pochodnych 4- i 7-hydroksykumaryny,
stanowia obiecujaca grupe zwiazkow wykazujacych wielo-
kierunkowe dziatanie biologiczne, takie jak aktywnosc¢
przeciwmikrobowa, a takze oddziatywania z biatkami i
uktadami enzymatycznymi. Jak wynika z przedstawionego
przegladu, zwiazki te moga stanowi¢ cenne zrodto struktur
wiodacych w dalszych badaniach [27].

4. Wykaz skrotow
ATCC American Type Culture Collection

ATP Adenosine triphosphate, adenozyno-5'-trifosforan

cAMP Cyclic adenosine  monophosphate,  cykliczny
adenozyno-3',5'-monofosforan

CB2 Cannabinoid  receptor  type 2, receptor

kannabinoidowy typu 2

CCR4 C-C chemokine receptor type 4, receptor C-C
chemokin typu 4

CKLF-1  Chemokine-like factor 1, czynnik chemokinopo-
dobny typu 1

Col2 Colorectal cancer cell line, linia komorek raka
jelita grubego

CYP Cytochrome P450, cytochrom P450

ECso Half maximal effective concentration, medialne
stezenie skuteczne

FDA Food and Drug Administration, Agencja Zywnosci i
Lekow

FLIPR Fluorescent Imaging Plate Reader

HEK Human embrionic kidney cel line, linia embrional-
nych komarek nerki

Hela Human cervical carcinoma cell line, linia komorek
raka szyjki macicy

HIV Human immunodeficiency virus, ludzki wirus nie-
doboru odpornosci

HT-29 Colorectal adenocarcinoma cell line, linia komorek
gruczolakoraka jelita grubego i odbytnicy

1Cso Half maximal inhibitory concentration, medialne
stezenie hamujace

KB Oral carcinoma cell line, linia komoérek raka jamy
ustnej

LNCaP  Androgen-sensitive human prostate adenocarcino-
ma cells, linia komorek hormonozaleznego raka
gruczotu krokowego

LOX Lipoxygenase, lipooksygenaza
Lu1 Lung carcinoma cell line, linia komorek raka ptuc

MCF-7  Breast adenocarcinoma cell line, linia komorek
gruczolakoraka piersi

MDA- Breast adenocarcinoma cell line, linia komorek
MB-231  gruczolakoraka piersi

MIC Minimal inhibitory concentration, najmniejsze
stezenie hamujace

MT-4 Adult lymphoblastic leukemia T-cell line, linia
limfocytow pobranych od pacjenta z biataczka
limfocytarna

NF-kB  Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of acti-
vated B cells, jadrowy czynnik transkrypcyjny

NIH3T3 Mouse fibroblast cells, Linia fibroblastow pocho-
dzenia mysiego

PC12 Adrenal phaeochromocytoma cell line, linia komo-
rek guza chromochtonnego rdzenia nadnerczy
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