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a) tytut osiggniecia naukowego

1,3-Dwupodstawione pochodne tiomocznika — modyfikacje strukturalne a bioaktywnosé

b) autor/autorzy, tytul/tytuty publikacii, rok wydania, nazwa wydawnictwa
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Witodarczyk M., Struga M. Synthesis and antimicrobial activity of 4-chloro-3-
nitrophenylthiourea derivatives targeting bacterial type 1l topoisomerases. Chemical Biology
& Drug Design 2016, 87, 905-917.

IF =2.396, Punkty MNiSW = 25

H3. Bielenica A.*, Stepien K., Sawczenko A., Lis T., Koziot A.E., Madeddu S., Collu D.,
luliano F., Kosmider A., Struga M. Synthesis, structural studies and biological evaluation of
halogen derivatives of 1,3-disubstituted thiourea. Letters in Drug Design & Discovery 2017,
14, 636-646.

IF =1.170, Punkty MNiSW = 15

H4. Bielenica A.*, Kedzierska E., Kolinski M., Kmiecik S., Kolinski A., Fiorino F., Severino
B., Magli E., Corvino A., Rossi I., Massarelli P., Koziot A.E., Sawczenko A., Struga M.
5-HT, receptor affinity, docking studies and pharmacological evaluation of a series of 1,3-
disubstituted thiourea derivatives. European Journal of Medicinal Chemistry 2016, 116, 173—
186.
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H5. Bielenica A., Sanna G., Madeddu S., Struga M., J6zwiak M., Koziot A.E., Sawczenko
A., Materek 1.B., Serra A., Giliberti G. New thiourea and 1,3-thiazolidin-4-one derivatives
effective on the HIV-1 virus. Chemical Biology & Drug Design 2017, 90, 883-891.

IF = 2.396, Punkty MNiSW = 25

H6. Bielenica A.*, Szulczyk D., Olejarz W., Madeddu S., Giliberti G., Materek 1.B., Koziot
A.E., Struga M. 1H-Tetrazol-5-amine and 1,3-thiazolidin-4-one derivatives containing
3-(trifluoromethyl)phenyl scaffold: Synthesis, cytotoxic and anti-HIV studies. Biomedicine &
Pharmacotherapy 2017, 94, 804-812.

IF =2.759, Punkty MNiSW = 25

H7. Bielenica A.*, Drzewiecka-Antonik A., Rejmak P., Stefanska J., Kolinski M., Kmiecik
S., Lesyng B., Wilodarczyk M., Pietrzyk P., Struga M. Synthesis, structural and antimicrobial
studies of type Il topoisomerase-targeted copper(ll) complexes of 1,3-disubstituted thiourea
ligands. Journal of Inorganic Biochemistry 2018, DOI: 10.1016/j.jinorgbio.2018.01.005.

IF = 3.348 , Punkty MNiSW = 35

Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (IF) artykutow naukowych (H1-H7) wchodzacych
w sktad cyklu w postepowaniu habilitacyjnym wynosi 20.49, co odpowiada 205 punktom
MNIiSW.

* — prace, w ktorych wystepowatam w roli autora korespondencyjnego

C) omodwienie celu naukowego ww. prac i osiggni¢tych wynikow wraz z omodéwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Woprowadzenie i cel naukowy prowadzonych badan

1,3-Dwupodstawiony uktad tiomocznika jest strukturg o duzym potencjale aktywnosci
wielokierunkowej.  Racjonalnie  zaplanowane modyfikacje struktury  pochodnych

tiomocznikowych pozwalaja otrzymaé szeroka pulg zwigzkow 0 wysokim dziataniu
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farmakologicznym oraz niskich efektach niepozadanych. Z doniesien literaturowych wynika,
ze wprowadzenie grupy elektronoakceptorowej (np. atomu chlorowca) w strategiczng czes$é
czasteczki wyraznie wptywa na jej aktywnos$¢ biologiczna, powodujac zwickszenie
lipofilowosci, a co za tym idzie - szybko$ci absorpcji i transportu substancji in vivo. Obecno$¢
silnie elektroujemnego podstawnika zmienia rowniez wilasciwosci sgsiednich  grup
funkcyjnych, co wptywa na reaktywno$¢, stabilno$¢ metaboliczng i charakter chemiczny
czasteczki [1-3]. Wysoka stabilno$¢ z kolei zwigksza biodostepnos¢ zwiazku, co przektada si¢
na jego korzystne parametry farmakokinetyczne. Z tych wzgledéw fluorowcopochodne
stanowig okoto 20% catkowitej liczby lekow dostepnych obecnie na $wiatowym rynku [2],
Z czego najlepiej sprzedajacymi si¢ s3 dzialajaca antybakteryjnie cyprofloksacyna
i antydepresyjna fluoksetyna.

Jednym z najpowazniejszych zagrozen dla zdrowia publicznego jest problem
lekooporno$ci, wynikajacy z blednego stosowania i naduzywania klasycznych antybiotykow.
Szczegdlnym zagrozeniem sg szczepy metycylino-opornego gronkowca skornego (MRSE)
oraz tzw. patogeny alarmowe - szczepy gronkowca zlocistego opornego na metycyling
(MRSA) Iub glikopeptydy (VRSA, VISA), lekooporne enterokoki czy pateczki gram ujemne,
bedace glownymi czynnikami etiologicznymi zakazen wewnatrzszpitalnych. Leczenie
infekcji przez nie wywotanych trwa dtuzej i1 wymaga zwykle terapii wielolekowej, co
zwicksza ryzyko wystapienia Silnych efektow ubocznych oraz zakazen wtornych. Dlatego
poszukiwanie nowych chemioterapeutykéw skutecznych nie tylko wobec mikroorganizméow
planktonicznych, ale réwniez tworzacych biofilm, stanowi nieustajace wyzwanie dla
wspolczesnej chemii medycznej. Podjeto zatem udane proby wylonienia zwigzkéw
0 aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wsrod fluorowcowanych pochodnych tiomocznika
zawierajacych uktady heterocykliczne [4-6]. Wykazano, ze ta grupa zwiazkéw posiada
réwniez wlasciwosci cytotoksyczne oraz przeciwproliferacyjne [7]. Przypuszcza si¢ takze, ze
ugrupowanie tiomocznikowe przytaczone bezposrednio do alifatycznego atomu wegla moze
by¢ elementem strukturalnym substancji regulujacych dzialanie osrodkowego uktadu
nerwowego [6]. Z kolei dwupodstawione uktady tiomocznika zastosowane jako ligandy
kompleksujace jony metali prowadza do powstania potencjalnych chemioterapeutykow
o profilu przeciwbakteryjnym [8] i cytotoksycznym [9].

Cyklizacja uktadu tiomocznika przyczynia si¢ do usztywnienia czgsteczki i zmiany
potozenia wolnych par elektronowych w jej obrebie, wynikiem czego moze by¢ zwigkszona
bioaktywno$¢ otrzymanych zwiazkow. Mozna oczekiwaé, ze pochodne 1,3-tiazepiny,

tetrazolu czy tiazolidyny zsyntetyzowane z dwupodstawionych pochodnych tiomocznika,
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powinny by¢ co najmniej tak aktywne, jak ich liniowe odpowiedniki. Dowiedziono, ze
cykliczne pochodne tiomocznika zawierajace podstawniki z grupy fluorowcéw réwniez
wykazuja dziatanie przeciwdrobnoustrojowe [10]. Znana jest takze aktywnos$¢
przeciwpsychotyczna pochodnych tiazepiny [11]. Z kolei w terapii wirusa HIV-1 stosowana
jest pochodna benzodiazepintionu (8-chloroTIBO), zawierajaca cykliczny uktad tiomocznika
[12]. Trudno$¢ reakcji cyklokondensacji powoduje jednak, ze takie kilkucztonowe uktady
heterocykliczne sg rzadko badanym pod katem aktywnosci elementem strukturalnym, a przez
to niezbyt cz¢sto stosowanym w lecznictwie.

Wysoka réznorodno$¢ mozliwych do otrzymania pochodnych oraz szerokie spektrum
potencjalnych wiasciwosci farmakologicznych sprawity, ze w grupie halogenowanych 1,3-
dwupodstawionych  pochodnych tiomocznika rozpoczgtam  poszukiwanie — struktur
chemicznych, ktore moga znalez¢ zastosowanie w farmakologii. Realizujac zalozony cel,
zaplanowatam i przeprowadzitam reakcje syntezy liniowych pochodnych tiomocznika,
zmodyfikowatam strukture wybranych z nich, a nastgpnie koordynowatam wieloosrodkowe
badania aktywnosci otrzymanych zwiazkow. Ocenitam rowniez wplyw zmieniajacych sig
elementow terminalnych czgsteczek na ich dziatanie in vivo i in vitro. Efektem poszerzonych
badan miato by¢ ponadto ustalenie mechanizmu dziatania najaktywniejszych nowych
pochodnych. Zebrane doswiadczenia mialy umozliwi¢ porownanie potencjatu biologicznego
obu otrzymanych form: liniowej i cyklicznej, a takze liniowej wolnej i skoordynowanej
z jonem miedzi (Il). Przedstawione do oceny osiggni¢cie naukowe obejmuje cykl 7 prac
opublikowanych w latach 2015-2018.

Omowienie wynikow badan

Moje pierwsze prace eksperymentalne zwigzane z poszukiwaniem substancji
bioaktywnych w grupie pochodnych tiomocznika rozpoczetam od zaprojektowania i syntezy
zwigzkow zawierajacych uktad 4H-1,2,4-triazolu [13]. Za stusznoscig tej $ciezki syntetycznej,
bazujacej na uktadach heterocyklicznych, przemawialy doswiadczenia grupy badawczej,
Z ktorg zwigzatam si¢ po uzyskaniu stopnia doktora [6,14], a takze prace innych autorow [15].
Wstepne testy farmakologiczne wykazaty stabg aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg nowych
halogenopochodnych, ale i ich wyrazny wptyw na os$rodkowy uktad nerwowy myszy —
silniejszy niz opisanych w tym czasie pochodnych imidowych mocznika [16] i tiomocznika
[17]. Co wiecej, cyklizacja ugrupowania tiomocznikowego wspomnianych uktadow 4H-1,2,4-

triazolu do pierscienia tetrazolu pozwolita na uzyskanie nowych zwigzkéw silnie hamujacych
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wzrost bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych (dane nie publikowane). W badanej serii
pochodnych najwickszy potencjat biologiczny wykazaty substancje zawierajace podstawniki
0 charakterze elektronoakceptorowym.

Dostrzegajac  ogromny potencjal fluorowanych pochodnych jako zwigzkow
bioaktywnych, zaplanowatam potaczenie reszty 3-(trifluorometylo)fenylowej z uktadem
tiomocznika (H1). Sugerowatam si¢ przy tym parametrami fizykochemicznymi grupy
trifluorometylowej, ktore w istotny sposob wyrdzniajg ja sposrod innych podstawnikow
zmniejszajgcych gesto$¢ elektronowg w pierscieniu fenylowym. Jej wysoki wspotczynnik
lipofilowo$ci przyczynia si¢ do szybszej i bardziej rownomiernej dystrybucji substancji
W organizmie, a tym samym podwyzszonej aktywnosci. Mimo, ze sama ta grupa zwigzana
Z pierscieniem aromatycznym jest bierna chemicznie, o znacznie wydtuza biologiczny czas
pottrwania zwigzku, jej obecno$¢ powoduje zwigkszenie reaktywnosci sgsiednich
ugrupowan, szczegdlnie podatnosci na atak odczynnikow nukleofilowych. Silnie ujemny
efekt indukcyjny spowodowany wprowadzeniem atomow fluoru zwigksza kwasowos¢, co
korzystnie wplywa na szereg wilasciwosci fizycznych i chemicznych substancji, takich jak
rozpuszczalno$é, przepuszczalno$é przez blony biologiczne, powinowactwo do biatek [1,18].
W celu sprawdzenia, czy do wywotania odpowiedzi biologicznej niezbe¢dna jest obecnosé
fluorowca w obu terminalnych fragmentach czasteczki R i R; (Rys.1.), otrzymana przez mnie
seria pochodnych charakteryzowala si¢ réznorodnos$cig strukturalng. Do reakcji kondensacji
wybratam fenyloizotiocyjaniany zawierajace podstawniki zaré6wno zmniejszajace, jak
i zwickszajace gestos¢ elektronowa w pierScieniu, a takze ugrupowania alkilowe,
alkilo(hetero)arylowe oraz cykliczne. Na drodze wysoko wydajnej syntezy prowadzonej
W fagodnych warunkach uzyskalam zwigzki, ktorych strukture potwierdzitam za pomoca
widm spektralnych. Kolejnym etapem prac bylo scharakteryzowanie w jak najszerszym
stopniu profilu aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej otrzymanych pochodnych. Badania te
zostalty wykonane we wspolpracy z Zakladem Mikrobiologii Farmaceutycznej WUM.
Uzyskane wyniki zapoczatkowaly kierunek poszukiwan w rodzinie dwupodstawionych
halogenopochodnych  tiomocznika substancji o wysokiej efektywnosci dziatania
biologicznego, ktory kontynuuj¢ do dzis. Juz wstepne rezultaty badan wykazaty, ze ponad
60% zsyntetyzowanych zwigzkow wykazuje zdecydowang aktywno$¢ przeciw standardowym
szczepom bakterii Gram-dodatnich. Najwi¢kszy potencjal, porownywalny do referencyjnej
cyprofloksacyny, zauwazytam w  grupie  N-arylotiomocznikowych  pochodnych,
zawierajacych fragmenty: 3-chloro-4-fluorofenylowy, 3-bromofenylowy, 3,4-dichloro-

fenylowy i 3-fluorofenylowy. Teoretyczny wspotczynnik lipofilowosci CLogP wyznaczony
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dla tych pochodnych przyjmowal wartosci optymalne, przy czym aktywno$¢ wzrastata
proporcjonalnie do lipofilowosci. Uzyskane dane potwierdzaly stuszno$¢ wczesniej
postawionej hipotezy. Wysoka aktywnos¢ przeciwbakteryjna wymagata obecnosci nie tylko
grupy trifluorometylowej z jednej strony czgsteczki, ale i stabo elektronoakceptorowych
atomow chlorowca w pozycjach meta- i/lub para- terminalnego pierécienia aromatycznego.
W stosunku do wigkszosci szczepdw bakteryjnych, silniejszy wplyw hamujacy
zaobserwowano  dla dihalogenopochodnych, w  poréwnaniu do  zwigzkéw
monochlorowcopodstawionych. W  tej  ostatniej  grupie, wickszg  aktywnos$¢
przeciwdrobnoustrojowg wykazata pochodna 3-bromofenylowa niz z 3-fluorofenylowa.
Mogto by¢ to spowodowane nieco odmiennym oddziatywaniem wigkszego i bardziej
polaryzowalnego atomu bromu w centrum aktywnym enzymow z grupy bakteryjnych
topoizomeraz. Wedlug doniesien innych autorow dotyczacych odmiennych biatek
enzymatycznych [2], atom bromu chetniej niz fluor angazuje si¢ w liniowe oddziatywania
C- Br...C=0 (tzw. ,wigzania halogenowe”), w ktorych grupa karbonylowa pochodzi z
wigzan peptydowych lub tancuchoéw bocznych aminokwaséw. Zaobserwowatam rowniez, ze
wprowadzenie atomu chlorowca w pozycje¢ orto- lub obecno$¢ podstawnika
elektronodonorowego w pierScieniu fenylowym obnizato aktywnos¢ przeciwbakteryjna.
Wsrod  uktadow  N-alkilotiomocznikowych, jedynie pochodne z krotkim fragmentem
alkilofenylowym dziataly hamujaco na wzrost bakterii Gram-dodatnich. Potgczenie grup
alicyklicznych lub alifatycznych o duzej objetosci z pierScieniem benzenu przektadato si¢ na
niekorzystny wzrost hydrofobowosci zwiazku, co w rezultacie prawdopodobnie korelowato
Z niska absorpcja i przepuszczalnoscig przez blony komoérkowe. Pochodne niearomatyczne
zkolei, ze wzgledu na zbyt niskg lipofilowos¢, pozbawione byly wiasciwosci
przeciwbakteryjnych. Jak dotad, w grupie niesymetrycznych 1,3-dwupodstawionych
pochodnych tiomocznika, analogéw izoksylu, znaleziono szereg substancji hamujacych
wzrost bakterii z rodzaju Mycobacterium tuberculosis [19]. W badaniach przesiewowych
invitro przeprowadzonych w Zaktadzie Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i Choréb Phuc
w Warszawie na zsyntetyzowanych przez mnie pochodnych nie natrafiono jednak na

substancje¢ o zadowalajacej aktywnosci przeciwgruzliczej.
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MeCN
R;-NH, + R—NCS ———> Rl\ /'KNH/R
NH

O e e

R: aryl, alkil, alkilaryl

Rys. 1. Synteza 1,3-dwupodstawionych pochodnych tiomocznika (H1-H3).

Badania przeciwdrobnoustrojowe najbardziej aktywnych uktadow
(trifluorometylo)fenylotiomocznikowych obejmowaty takze testy na trudnych z punktu
widzenia terapeutycznego szczepach klinicznych — metycylino-opornych Staphylococcus
aureus (MRSA) i Staphylococcus epidermidis (MRSE), izolowanych od pacjentow szpitali
klinicznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Badane pochodne wykazaty znacznie
wickszg skutecznos¢ (128-256-krotng) wzgledem wybranych patogenow planktonicznych niz
zastosowany antybiotyk kontrolny. Bardzo obiecujacy profil przeciwgronkowcowy nowych
zwigzkow postanowitam zatem uzupelni¢ 0 sprawdzenie zdolnosci do hamowania
wytwarzania biofilmu bakteryjnego przez standardowe, a przede wszystkim kliniczne szczepy
S. epidermidis. Do tego celu wybratam pochodne najskuteczniejsze wobec izolatow
planktonicznych: 1-(3-chloro-4-fluorofenylo)-3-[3-(trifluorometylo)fenylo]tiomocznik i 1-(3-
bromofenylo)-3-[3-(trifluorometylo)fenylo]tiomocznik. Pierwsza z nich w 70% blokowata
formowanie biofilmu produkowanego przez wigkszos¢ gronkowcoéw szpitalnych, natomiast
w 84-95% zapobiegala powstawaniu biofilmu patogenéw standardowych. Aktywnos¢
inhibicyjna drugiego uzytego zwiazku, pochodnej bromofenylotiomocznika, dochodzita do
80%. Zastosowana jako wzorzec cyprofloksacyna, w tym samym st¢zeniu skuteczna byta w
5-45%, co dowodzi wysokiego potencjatu halogenowanych dwupodstawionych pochodnych
tiomocznika.

Ostatnim etapem badan nad rodzing liniowych pochodnych 3-(trifluorometylo)-
fenylotiomocznika byto - dotychczas nie prowadzone na grupie tych zwigzkow - ustalenie
mechanizmu dziatania przeciwbakteryjnego. Zostalo dowiedzione, ze wlasciwosci

przeciwdrobnoustrojowe fluorochinolonéw drugiej generacji (w tym najsilniej dziatajacej
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cyprofloksacyny) opierajg si¢ na inhibitowaniu gyrazy DNA oraz topoizomerazy IV. Sa to
enzymy z grupy bakteryjnych topoizomeraz Il, modulujacych superhelikalny skret nici DNA
(gyraza) oraz rozdzielanie chromosomoéw (topoizomeraza IV) [20]. Bioragc pod uwage
podobienstwo profilu dziatania do cyprofloksacyny, zaplanowatam wstgpne badania wptywu
dwoch wymienionych wyzej nowych zwigzkow na Katalityczng aktywnos¢ topoizomerazy 1V
izolowanej ze szczepu S. aureus. Obie badane substancje byty silnymi inhibitorami tego
enzymu, przy stezeniach 1 pg/ml i1 4 pg/ml bardziej skutecznymi niz Wwzorcowy
chemioterapeutyk. Testy zostaly przeprowadzone we wspoélpracy z Zaktadem Biochemii
i Farmakogenomiki Wydziatu Farmaceutycznego WUM.

Waznym aspektem badan nad omawiang grupa fluorowanych potaczen tiomocznika
byto rowniez ustalenie, czy ich potencjal przeciwgronkowcowy jest powigzany
Z cytotoksycznoscig. Badania przeprowadzono w ramach trwajacej od wielu lat wspotpracy
z Wydzialem Nauk Biomedycznych Uniwersytetu Cagliari w Monserrato we Wloszech.
Potwierdzity one korelacje obu aktywno$ci dla dichlorowco-, 4-chlorofenylo- i 3-bromo-
fenylopochodnej, rozbiezno$¢ zas w przypadku pozostalych substancji o znaczacej
aktywnosci przeciwbakteryjnej. Z Kkolei cytotoksyczne wobec komorek MT-4 para-
podstawione N-arylopochodne, zawierajace podstawniki elektronoakceptorowe (-NOy, -I, -
CN), w testach przeciwdrobnoustrojowych wykazaly dzialanie umiarkowane lub slabe.
Jednoczesnie zadna z nowo otrzymanych substancji nie wykazata aktywno$ci
przeciwwirusowej, ani nie hamowata w istotnym stopniu proliferacji komorek
nowotworowych. Dodatkowo przesledzitam takze wptyw dwoch najskuteczniejszych
farmakologicznie zwigzkéw na komorki prawidtowe. Doswiadczenia te przeprowadzone
zostaly w Zaktadzie Biochemii i Farmakogenomiki Wydzialu Farmaceutycznego WUM na
prawidlowej, unie$miertelnionej linii komorkowej keratynocytow cztowieka (HaCaT). Nalezy
podkresli¢, ze po 24-godzinnej inkubacji zaobserwowany efekt byt bardzo nieznaczny — nowe
zwigzki powodowaty jedynie 10%-owy spadek zywotnosci komorek prawidlowych. Co
wiecej, pochodna 3-chloro-4-fluorofenylowa wywotata apoptoze jedynie 8% komorek,
natomiast 3-bromofenylowa nie zmniejszata liczby komoérek zywych. Uzyskane wyniki
dowodza, ze zmiana podstawnika w terminalnym pierscieniu fenylowym pochodne;j
3-(trifluorometylofenylo)tiomocznika w istotny sposéb wplywa na sile dziatania
przeciwdrobnoustrojowego oraz poziom cytotoksycznosci zwigzku. Obecno$¢ w czasteczce
dwoch atoméw chlorowca (CI, F) lub jednego (Br, F) w pozycji meta- pozwala uzyskaé
pochodne o optymalnej lipofilowos$ci, najwyzszej aktywnosci przeciwgronkowcowej, a przy

tym nietoksycznych wobec komorek prawidtowych.
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Kontynuacj¢ przedstawionej powyzej tematyki stanowi praca opublikowana w 2016
roku na famach Chemical Biology & Drug Design (H2). Bazujac na obserwacjach wptywu
rodzaju podstawnika pierscienia aromatycznego na aktywno$¢ przeciwbakteryjng (H1),
zaplanowatam synteze kolejnej serii pochodnych 1,3-diaryltiomocznika, w ktorej substratem
byta 4-chloro-3-nitroanilina (Rys.1.). Tym razem skupitam si¢ na uktadach zawierajacych
przede wszystkim podstawniki elektronoakceptorowe. Zwarta grupa badana sktadata sie
z mono- i dwupodstawionych pochodnych, w ktorej ugrupowania pierscienia fenylowego
mialy charakter stabo (chlorowce) lub silnie (-NO,, -CN, -CF3) dezaktywujacy.
Wykorzystatam réwniez substraty, w ktoérych atom chloru znajdowat si¢ w otoczeniu stabo
aktywujacej grupy metylowej. Opierajac si¢ na dowiedzionej juz aktywnosci N-alkilo-
arylotiomocznikow, do badan dotgczytam réwniez pochodne z tej rodziny. Wszystkie nowe
zwigzki wykazaly dziatanie przeciwbakteryjne, z czego 86% na poziomie wysokim.
W obrebie tej grupy wartosci najmniejszego stezenia hamujgcego (MIC) dla standardowych
szczepodw gronkowcow wynosity od 0.5 do 4 ug/ml, co stanowi potencjat rowny referencyjnej
cyprofloksacynie lub 50-25% jej aktywnosci. Prawie wszystkie pochodne dziataty silnie
hamujgco rowniez na wzrost metycylino-opornych szczepow S. epidermidis, niewrazliwych
na obecnos$¢ leku kontrolnego. Osiagnigte przez najbardziej efektywne substancje wartosci
MIC byly az 16-64 razy nizsze, niz okreslone dla wzorcowego antybiotyku. Tylko jeden
szczep szpitalny z 10 wybranych do oznaczen wykazat si¢ opornoscia w stosunku do
badanych uktadow tiomocznikowych.

Uzyskane wyniki potwierdzity stusznos¢ poszukiwan substancji
przeciwgronkowcowych w grupie fluorowcopochodnych. Najsilniejszym inhibitorem wzrostu
tych bakterii okazaly si¢ zwigzki zawierajace pierscienie 3,4-dichloro-, 3-chloro-4-metylo-,
3-chloro-4-fluoro- oraz 2-fluorofenylu. Kolejno, stopniowy spadek bioaktywnosci
zaobserwowano W nastepujacym szeregu podstawnikow pierscienia fenylowego: 3-(trifluoro-
metylo) = 4-jodo > 2-bromo = 4-bromo > 2,4-dichloro = 4-cyjano > 3-bromo >3-chloro =
4-chloro > 5-chloro-2-metylo> 4-fluoro. Umiarkowang aktywnoscig cechowaly si¢ pochodne
N-alkiloarylowe.

Wyjatkowa budowa $ciany komorkowej pratkow, niespotykana u innych grup bakterii,
stanowi silng barier¢ przepuszczalnosci zaréowno dla zwigzkow hydrofilowych jak
i lipofilowych, co w konsekwencji powoduje wysokg odpornos¢ na dziatanie substancji
leczniczych i dezynfekcyjnych. Elementem strukturalnym obecnie stosowanych lekow
tuberkulostatycznych, np. izoksylu i1 jego analogdéw, jest uktad tiomocznika potaczony

z gigtkim podstawnikiem alkiloarylowym [21]. Kierujac si¢ tym, zaplanowalam ocene

11



Autoreferat — postepowanie habilitacyjne dr n. farm. Anny Marii Bielenicy

aktywno$ci przeciwgruzliczej in vitro zsyntetyzowanych pochodnych. Badania zostaty
wykonane wobec szczepu standardowego Hs7Rv M. tuberculosis i dwoch szczepow ,,dzikich”
izolowanych od pacjentow chorych na gruzlicg, szczepu Spec. 210, opornego na kwas
p-aminosalicylowy (PAS), izoniazyd (INH), etambutol (ETB) i1 rifampicyn¢ (RMP) oraz
szczepu Spec. 192,w pelni wrazliwego na stosowane tuberkulostatyki. Nowe pochodne 1-(4-
chloro-3-nitrofenylo)-3-arylotiomocznika wykazaty ogolnie dziatanie umiarkowane lub stabe,
natomiast dwa zwiazki zawierajace ugrupowanie alkiloarylowe silnie hamowaty wzrost
pratkdbw wywolujacych gruzlice. W stosunku do patogennych szczepéw M. tuberculosis
Hs7Rv, M. tuberculosis 210 i M. tuberculosis 192 wlasciwosci inhibicyjne
benzylotiomocznikowej pochodnej byty rowne lub nawet wyzsze niz wzorcowego
izoniazydu. Z kolei potencjat czasteczki zawierajgcej fragment fenyloetylowy byl, zaleznie od
rodzaju M. tuberculosis, taki sam jak kontrolnego leku lub réwny potowie jego wiasciwosci
hamujagcych. Uzupelnieniem badan byta ocena wptywu obu zwigzkow na przezywalnosé
szczepéw M. bovis (wywolujacych klasyczng posta¢ gruzlicy) oraz atypowych pratkoéw
niepatogennych, powodujacych mikobakteriozy. Bardziej hydrofobowy zwiagzek, zawierajacy
uktad fenyloetylotiomocznika okazat si¢ cO najmniej rownie skuteczny wobec przewazajacej
wigkszosci tych drobnoustrojow, co izoniazyd. Wzgledem szczepoéw atypowych jego moc
hamujaca byta dwu- lub czterokrotnie wigksza niz standardowego tuberkulostatyku.
Pochodna benzylowa dwukrotnie silniej niz zwigzek kontrolny hamowata wzrost bakterii
z rodzaju M. xenopi i M. intracellulare.

Nastepnie w celu wykluczenia potencjalnych substancji kancerogennych, najbardziej
aktywne nowe pochodne zostaty poddane testowi ,,rec-assay”, z uzyciem dwoch genetycznie
modyfikowanych szczepéw Bacillus subtilis. Zaden ze zwigzkéw nie wykazal aktywnosci
mutagennej. Dowodzi to, ze wlasciwosci przeciwbakteryjne opisywanej grupy pochodnych
tiomocznika nie byty efektem ich genotoksycznosci.

Celem wyjasnienia mechanizmu aktywnos$ci, zaplanowatam zbadanie hamujacego
wplywu najbardziej obiecujgcych pochodnych na dziatanie gyrazy i topoizomerazy 1V,
wyizolowanych od S. aureus. Zamierzatam tym samym zweryfikowaé zatozenie, ze poziom
aktywnosci przeciwgronkowcowej zwigzku jest proporcjonalny do intensywnosci hamowania
przynajmniej jednego z tych enzymow. W grupie badanej zalazly si¢ zatem nie tylko
substancje o najnizszych wartosciach MIC w stosunku do bakterii Gram-dodatnich, ale takze
pochodne N-alkiloarylowe o mniejszej bioaktywno$ci. Jak dotad, takie badania na
zroéznicowanej grupie dwupodstawionych uktadow tiomocznika nie byly wykonywane.

Przeprowadzone analizy wykazaly brak S$cistej korelacji migdzy aktywnoscia wzgledem
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topoizomeraz z grupy Il (mierzonej jako ICsp), a wartoscia MIC. Najwigkszy wplyw na
dziatanie bakteryjnej gyrazy, wyzszy niz wzorcowa cyprofloksacyna, wykazat uktad 3.4-
dichlorofenylotiomocznika oraz, co =zaskakujace, pochodna benzylowa, ktorej wysoki
potencjat  przeciwgruzliczy 1  umiarkowany  przeciwgronkowcowy  wykazalam
w przedstawionej pracy. Wiadomo, ze drobnoustroje z rodzaju M. tuberculosis,
W przeciwienstwie do wigkszo$ci bakterii, posiadajg tylko gyraze DNA, ktéra jest gtéwnym
celem molekularnym tuberkulostatykow [22]. Dlatego wysoka aktywnos$¢ przeciwpratkowa
pochodnej N-benzylotiomocznika moze wynikaé wlasnie z jej znaczacego powinowactwa do
tego biatka enzymatycznego. Profil tego zwigzku wydaje si¢ by¢ zatem zblizony do
moksyfloksacyny, chinolonu trzeciej generacji, inhibitora wzrostu zaré6wno gronkowca
zlocistego, jak i pratkow gruzlicy. Z analizy danych wynika ponadto, ze pozostate badane
substancje dziataja albo przez samg topoizomeraze 1V, albo nalezg do inhibitoréw enzymow
obu klas, nie sa jednak efektywniejsze niz kontrolny lek. Dowodzi to, ze mechanizm
aktywnosci  1,3-difenylotiomocznikowych pochodnych nie zostal do konca okreslony
I dotyczy¢ moze takze odmiennego oddziatywania na procesy zyciowe komorki bakteryjne;j.
Badania wptywu na tworzenie oraz eradykacj¢ biofilmu przez standardowe i kliniczne
metycylino-oporne szczepy S. epidermidis zostaty przeprowadzone dla dwoch najbardziej
obiecujacych pochodnych. W poréwnaniu z cyprofloksacyng, oba zwigzki przy stezeniach 1-8
X MIC znaczaco ograniczaty rozwoj biofilmu produkowanego przez izolaty szpitalne. Dla
jednego ze szczepow, stezenie wymagane do 40-procentowego zahamowania kolonizacji
bakterii bytlo o potowg nizsze, niz dla komoérek planktonicznych. Z kolei drobnoustroje
wykazujgce niski poziom produkcji biofilmu byly wrazliwe tylko na wysokie stezenia
tiomocznikowych pochodnych (4-8 x MIC). Gronkowce skorne z rodzaju ATCC 35984
okazaly si¢ najmniej podatne na obecno$¢ badanych substancji, prawdopodobnie z powodu
najsilniejszej tendencji do tworzenia biofilmu. Aktywno$¢ inhibicyjna 3-chloro-4-
metylofenylowej pochodnej w stosunku do szczepow standardowych byla rowna
wzorcowemu antybiotykowi. Z kolei st¢zenie tego zwigzku blokujace powstawanie biofilmu
patogenow klinicznych (wyrazone jako 1Csp) byto od 6 do 172 razy nizsze od wymaganego
dla leku kontrolnego. Drugi badany zwiazek, zawierajacy uktad 3,4-dichlorofenylu, wobec
szpitalnych szczepow S. epidermidis byt rowniez wielokrotnie efektywniejszy niz
cyprofloksacyna. Analiza aktywno$ci zwigzkow wobec dojrzalego biofilmu wykazala
skuteczno$¢ przede wszystkim dichlorowcopochodnej. Substancja ta w ilosci 2-8-krotnie

przewyzszajacej wartos¢ MIC usuwata powstaly biofilm w 40-80%. Jej moc dziatania
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W odniesieniu  do izolatéw standardowych byla zblizona do substancji wzorcowe;,
a w stosunku do klinicznych — 37-49 razy wyzsza.

Podsumowujgc, najbardziej efektywng przeciwbakteryjnie grupe wsrod 4-chloro-3-
nitrofenylotiomocznikow stanowity te dihalogenopochodne, w ktorych strukturze znalazt si¢
przynajmniej jeden atom chloru w pozycji C3 pierScienia aromatycznego. W przypadku
zwigzkow jednopodstawionych, najsilniejsze dzialanie wykazaly orto- i para- pochodne,
zawierajace atomy chlorowca lub grupe trifluorometylowa. Istotne znaczenie w aktywnosci
przeciwbakteryjnej zwigzku ma zatem rozklad potencjatu elektrostatycznego wokot
czgsteczki — silniejszy efekt elektroujemny wywierajg pochodne 1,3-difenylotiomocznika,
w ktoérych w obu czgéciach terminalnych znajduja si¢ podstawniki elektronoakceptorowe.
Zwiazki o wlasciwosciach przeciwgruzliczych cechowata z kolei obecno$¢ niepodstawionego,
hydrofobowego, krotkiego fragmentu alkiloarylowego.

Wysoka bioaktywno$¢ zaobserwowana w grupie dwupodstawionych uktadow
tiomocznika (H1, H2) stata si¢ inspiracjg do dalszych badan, ktoérych wyniki opublikowatam
w 2017 roku w Letters in Drug Design & Discovery (H3). Ich celem bylo sprawdzenie, w jaki
sposob zastgpienie jednej terminalnej czesci fenylowej uktadem heterocyklicznym wptynie na
aktywno$¢ biologiczng. Prace syntetyczne zaplanowatam tak, aby ws$rdd otrzymanych
pochodnych znalazty si¢ zwigzki zawierajagce w swojej strukturze fragment furan-3-
ylometylowy lub benzylopiperydynowy. Uktady te potaczytam z elementem strukturalnym,
ktorego dziatanie biologiczne zostalo wczesniej dowiedzione — z halogenowanym
ugrupowaniem arylotiomocznika. Pozwolito to na otrzymanie dwoch serii pochodnych
tiomocznika, stanowiacych zwarta, lecz r6znorodng grupe badang (Rys.1.).

W chemii medycznej pierscien furanowy z reguty nie jest grupa pozadang, z uwagi na
jego niestabilnos¢ metaboliczng i ryzyko generowania reaktywnych metabolitow.
Dowiedziono jednak, ze obecno$¢ atomow fluorowca w czgsteczce wplywa na wzrost
stabilno$ci tego uktadu [1]. Z drugiej strony, jak wykazala rentgenowska analiza strukturalna,
wykonana we wspolpracy z Zakltadem Krystalografii Wydziatu Chemii Uniwersytetu Marii
Curie-Sktodowskiej w Lublinie, struktura czasteczek zawierajacych uktad furanylometylowy
jest bardziej gietka niz pochodnych benzylopiperydynowych. Z tego wzgledu podstawniki
(alkilo)arylowe uktadu tiomocznikowego pochodnych furanowych moga przyjmowaé
zarowno konformacje Cis, Cis, jak i trans, cis, podczas gdy w grupie drugiej preferowane sg
tylko orientacje cis, cis wigzah C=S i N-H wzgledem siebic. Wplywa to na rodzaj
oddziatywan migdzyczasteczkowych tworzonych przez t¢ cze$¢ zwiazku. W grupie nowo

zsyntetyzowanych substancji jedynie trzy pochodne z ugrupowaniem benzylopiperydyny
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wykazaly umiarkowane dziatanie hamujgce wzrost bakterii Gram-dodatnich. Wartosci MIC
wzgledem szczepéw gronkowcoéw najbardziej aktywnej z nich - pochodnej 3,4-
dichlorofenylotiomocznikowej — byty na poziomie 16 pug/ml. Wybrane zwiazki z rodziny
pochodnych furylowych, zawierajace podstawnik 3-chloro-4-fluorofenylowy oraz atomy
chloru/fluoru w pozycji orto-, wykazaly roéwniez stabg aktywno$¢ przeciwgrzybiczg.
Wprowadzenie innych podstawnikow elektronoakceptorowych (grupy trifluorometyloweyj,
atomu jodu) lub dodatkowych elektronodonorowych (grupy metylowej), powodowato utrate
aktywnosci biologicznej. Patogeny Gram-ujemne nie wykazaly wrazliwosci na obecnos¢
opisywanych substancji. Analizujagc wyniki dodatkowych doswiadczen in vitro,
cytotoksycznos$¢ zwiazkow tej serii okreslitam jako umiarkowang lub niska. Jedynie w grupie
uktadow benzylopiperydynowych znalazly si¢ dwie pochodne o wysokim potencjale
cytotoksycznym wobec komorek MT-4 (CCsp = 7 uM) — 3,4-dichloroarylowa (co ttumaczy¢
moze jej aktywnos¢ przeciwbakteryjng) oraz czasteczka podstawiona atomem jodu w pozycji
para- pierScienia aromatycznego. Co wigcej, stezenie tych zwigzkéw hamujace zywotnosé
komorek ludzkiej ostrej biataczki limfoblastycznej typu T (CCRF-CEM) oraz typu B (CCRF-
SB), a takze ludzkich komorek limfoblastoidalnych B $ledziony (WIL-2NS) plasowato si¢ na
tym samym poziomie. W tym stezeniu oba nowo zsyntetyzowane polgczenia tiomocznika
w okoto 15-30% hamowaty takze zywotnos¢ komorek nabtonkowego gruczolakoraka ptuc
czlowieka (A549). Okreslony zostat jednocze$nie wpltyw zwiazkéw na komorki prawidtowe
HaCaT. Zaobserwowano, ze po 24-godzinnej inkubacji zywotno$¢ tych komoérek spadta
0 30%, co wedlug standardéow ISO 10993-5 wskazuje na slaba aktywno$¢ cytotoksyczna
substancji [23]. Badane pochodne uzyte w wyzszych stgzeniach (14-21 uM) zwigkszaty
$miertelno$¢ zaré6wno komorek nowotworowych A549, jak i zdrowych, przy czym
w przypadku linii A549 zanotowano zwigkszony poziom proliferacji komorek.

Uzyskane wyniki dowodza, ze fluorowane pochodne tiomocznika o koncowych
ugrupowaniach heterocyklicznych znaczaco wptywaja na zywotnos$¢, przezywalno$¢ oraz
wzrost komorek rakowych i prawidtowych. Zwigzki nie wykazuja jednak oczekiwanego
dziatania przeciwbakteryjnego - wymaga ono obecnosci podstawionych ukladow
aromatycznych z obu stron ugrupowania tiomocznikowego. Warto jednak nadmienié, ze
dalsze, nieopublikowane jeszcze modyfikacje strukturalne chlorowcopochodnych
furanylometylowych — cyklizacja do ukladu tetrazolu — zaowocowaly seria wysoko

aktywnych inhibitorow bakteryjnych topoizomeraz.
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Rys.2. Synteza tiomocznikowych pochodnych 3-(trifluorometylo)aniliny oraz 4-chloro-3-

nitroaniliny (H4).

Zréznicowane oddziatywanie pochodnych (tio)mocznika na os$rodkowy uktad
nerwowy gryzoni zostato dowiedzione w ostatnich latach [6,24,25], réwniez w ramach pracy
wilasnej [13]. Opisano ugrupowania N-arylotiomocznika, ktore podobnie jak atypowe
opioidowe leki przeciwbolowe 1 substancje przeciwpsychotyczne, hamuja reakcje
,potrzasania glowag” u myszy (head twitch responses, HTR), wywotang podaniem L-5-
hydroksytryptofanu (L-5-HTP,), co odpowiada zwierzecemu modelowi aktywacji receptora
5-HT,a [26]. W rodzinie ligandéw (tio)mocznikowych znaleziono zaré6wno odwrotnych
I czgsciowych agonistow tego receptora, jak tez substancje o dziataniu antagonistycznym.
Stwierdzono roéwniez, ze pochodne alkilofenylo(tio)mocznika posiadaja wlasciwosci
przeciwdrgawkowe oraz uspokajajace [24]. Majac zatem na uwadze silny wptyw, jaki moga
wykazywa¢ 1,3-dwupodstawione pochodne tiomocznika na uktad nerwowy [6,13,16],
dziesig¢ zsyntetyzowanych przez siebie substancji przekazatam na badania powinowactwa do
receptorow serotoninowych typu 5-HT; (Rys.2.). Wykonano je we wspotpracy z Wydziatem
Farmacji Uniwersytetu Neapolitanskiego im. Fryderyka II w Neapolu we Wtoszech. Rodzaj
podstawnikéw atomu azotu ugrupowania tiomocznikowego zwigzkow grupy badanej
wybratam kierujgc si¢ ich mozliwym wplywem na aktywnos$¢ farmakologiczng. Znalazty sie
w tej grupie zar6wno N-arylo-, jak i N-alkiloarylotiomocznikowe pochodne 3-(trifluoro-

metylo)aniliny [H1] oraz 4-chloro-3-nitroaniliny [H2]. Do rodziny arylotiomocznikdéw
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wlagczytam te  pochodne, ktorych uklady terminalne  zawieraly  podstawniki
elektronoakceptorowe i elektronodonorowe. Reprezentantami uktadow alkiloarylowych byty
z kolei zwiazki zawierajace fragment fenyloetylowy lub benzylowy. Do§wiadczeniom zostaty
poddane takze pochodne z niepodstawionymi ugrupowaniami koncowymi (fenylowym,
benzoilowym). W rezultacie otrzymatam obszerng i zréznicowang seri¢ porOwnawczg.

Wyniki badan powinowactwa tych zwigzkoéw do receptorow 5-HToa 1 5- HTyc staly sie
podstawa materialu opublikowanego w 2016 roku w czasopismie European Journal of
Medicinal Chemistry (H4). Dwie pochodne 3-(trifluorometylo)fenylotiomocznika wigzaty si¢
z receptorem 5-HT,a w stezeniach subnanomolarnych, nizszych niz kontrolnie uzyta
ketanseryna. Warto$¢ statej inhibicji Ki pochodnej 3-chloro-4-fluorofenylowej wynosita
0.043 nM, natomiast benzylowej osiggneta wartos¢ 0.60 nM. Co wazniejsze, zwigzki
charakteryzowaly si¢ rowniez selektywnoscia — nie stwierdzono powinowactwa do
receptorow 5-HT,c. Chociaz testowana grupa byla strukturalnie roznorodna, aktywne
biologicznie zwigzki stanowity tylko te pochodne tiomocznika, ktére zawieraly w pierscieniu
ugrupowanie CF3. Optymalna réwnowaga mig¢dzy lipofilowo$cig a powinowactwem do
receptora dla najaktywniejszych pochodnych =zostala nastepnie potwierdzona droga
dokowania molekularnego. Byto ono mozliwe dzigki wspotpracy nawigzanej z Wydziatem
Chemii Uniwersytetu Warszawskiego oraz Instytutem Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
im. M. Mossakowskiego PAN w Warszawie. Wykorzystany model receptora 5-HT,a zostat
opracowany na podstawie modelowania homologicznego do struktury biatkowej receptora
B2-adrenergicznego [27]. Analiza wynikow dowiodta, ze ligandy tiomocznikowe moga
zajmowa¢ dwa rdzne regiony w miejscu wigzacym receptora serotoninowego. Zwigzki
pierwszej grupy lokowaty sie w gornej czgsci kieszeni wigzacej — nalezaty do nich pochodne,
ktore w testach in vitro nie wykazaty powinowactwa do receptora 5-HT,a. Laczyly si¢ one za
pomoca wigzan wodorowych z resztami aminokwasowymi petli zewnatrzkomoérkowej (ECL)
biatka receptorowego, gtownie Trpl4l (ECL I) 1 Cys227 (ECL 1I), a takze tworzyly
oddziatywania typu m-m z Trpl51. Wyznaczone przez mnie wartosci ClogP wskazuja
ponadto, ze takie nieaktywne pochodne tiomocznika charakteryzowaty sie najwyzsza
hydrofilowoscig, co uniemozliwia¢ moze przekroczenie bariery krew-mozg. Z kolei dwie
substancje silnie wigzace si¢ z receptorem 5-HT,a, a takze ich bliskie analogi - 1-(2-
chlorofenylo)-3-[3-(trifluorometylo)fenylo]tiomocznik i S-1-(4-chloro-3-nitrofenylo)-3-(1-
fenyloetylo)tiomocznik, gtebiej penetrowaty wnetrze miejsca docelowego, zatrzymujac si¢ w
jego nizszej czesci. Stabilizacje aktywnego ligandu zapewnialy tu przede wszystkim wigzania

wodorowe z resztg Aspl55 oraz Tyr370, jak réwniez oddziatywania typu m-m utworzone
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zPhe339. Co wigcej, obliczenia wskazujg, ze konformacja pochodnej benzylowej
przyjmowana w kieszeni receptora 5-HT,a byla jedng z najnizszych energetycznie w calej
badanej serii. Na bazie uzyskanych danych eksperymentalnych opracowany zostat nastepnie
trojpunktowy model farmakoforowy receptora 5-HT,a. Zlozony z dwodch miejsc
aromatycznych oraz jednego miejsca donora wigzania wodorowego, wymagat odlegtosci 4.3-
4.9 A miedzy grupa NH ugrupowania tiomocznikowego, a centrami aromatycznymi. Schemat
ten jest zgodny z modelami antagonistow tego receptora zaproponowanymi przez innych
autorow [28]. Réznice w odlegtosci miedzy kluczowymi punktami modelu - w poréwnaniu
z ustaleniami Mokrosza [29] lub Klabunde i Eversa [30], podanych dla pochodnych
arylopiperazynylowych, wynikaja z odmiennej struktury chemicznej badanych ligandow.
Podsumowujac, obliczenia teoretyczne potwierdzaja kluczows rolg obu podstawnikow uktadu
tiomocznikowego. Aktywny ligand receptora 5-HT,a powinien posiada¢ terminalny uktad
3-(trifluorometylo)fenylu, a z drugiej strony — ugrupowanie (di)chlorowcoarylowe lub
benzylowe. Modelowanie molekularne pozwala przewidzie¢, ze zmiana podstawnika na
elektronodonorowy (p-metoksy) lub wydluzenie tgcznika alkilowego spowoduje znaczacy
spadek aktywnosci. Z kolei grupe wykazujaca stabe powinowactwo do receptora stanowity
pochodne 4-chloro-3-nitroaniliny. W strukturze tych zwigzkow obecno$é niepodstawionego
uktadu aromatycznego (fenylowego, benzylowego, benzoilowego) skutkowata catkowita
utratg dziatania biologicznego. Nalezy podkresli¢, ze dokowanie ligand tiomocznikowy -
receptor 5-HTa zostato przeprowadzone i opisane po raz pierwszy, przy czym wyniki badan
in vitro i in silico bardzo dobrze ze sobg korelowaty.

Analizujgc powyzsze dane eksperymentalne, 7 pochodnych wyselekcjonowatam na
badania aktywno$ci na osrodkowy uktad nerwowy, ktére przeprowadzono w Katedrze
i Zaktadzie Farmakologii z Farmakodynamika Uniwersytetu Medycznego w Lublinie.
Przebadane zostaty substancje o wysokim powinowactwie do receptora 5-HTza, jak rowniez
ligandy preferujace korzystng lokalizacj¢ w centrum aktywnym oraz ich bliskie analogi
strukturalne. Wstepne badania behawioralne wykazaty, ze nowe pochodne nie zaburzajg
koordynacji ruchowej oraz nie powoduja zwiotczenia migéni zwierzat doswiadczalnych.
W celu doktadnego wyznaczenia profilu powinowactwa do receptora 5-HTa, zaplanowatam
badanie wplywu tych zwigzkow na aktywacje neuronow serotoninowych. Zmniejszenie
epizodow ,,potrzgsania glowg” u myszy (HTR), indukowanych podaniem 5-HTP [26],
wskazalo na antagonistyczny wzgledem receptorow 5-HT,a profil wszystkich testowanych
substancji. Cztery z nich, podane w dawce rownej 0.1EDsg, zmniejszaty w sposob istotny

statystycznie zjawiska ,.head twitch” o 70.5-89%. W tej grupie najwyzsza warto$¢ osiagnat
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1-(4-chloro-3-nitrofenylo)-3-(1-fenyloetylo)tiomocznik,  ktéremu  przypisano  gl¢bsza,
korzystng energetycznie pozycj¢ w kieszeni wigzacej. Z uwagi na fakt, ze doswiadczenie
przeprowadzone w obecnosci 5-HTP jest testem niespecyficznym, poniewaz takze ligandy
receptorow  adrenergicznych moga zaburza¢ wspomniane epizody, dla dwodch
najaktywniejszych in  vitro  pochodnych  przeprowadzono analogiczne badanie
z wykorzystaniem 2,5-dimetoksy-4-jodoamfetaminy (DOI) [31]. Wiadomo, ze dziatanie tego
agonisty receptora 5-HT,a jest znoszone gtownie przez jego selektywnych antagonistow [31].
Wykonany test behawioralny jednoznacznie potwierdzit antagonistyczny, zalezny od dawki,
profil obu substancji. Dziatanie hamujgce pochodnej benzylowej byto wyzsze niz 3-chloro-4-
fluorofenylotiomocznikowej — zjawiska ,,potrzasania gtowa” ulegly zmniejszeniu o 72%
I 69%, przy dawce substancji wynoszacej odpowiednio 0.1EDsg lub 0.05EDso. Wynik ten jest
zgodny z przewidzianym na drodze dokowania silniejszym sposobem wigzania pochodnej
alkilowej w miejscu aktywnym receptora. Chociaz stata inhibicji Ki substancji zawierajace;j
uktad 3-chloro-4-fluorofenylu jest kilkanascie razy wyzsza niz tej z ugrupowaniem
benzylowym, a takze dla wzorcowej ketanseryny, jej biodostepnos¢ wydaje si¢ by¢ nizsza, co
tlumaczyltoby stabszy efekt hamujacy epizody HT w tescie in vivo z podaniem DOI. Badania
na zwierzgtach wykazaty ponadto, ze niemal wszystkie pochodne 3-(trifluorofenylo)-
tiomocznika w ilo$ci odpowiadajacej 0.1EDsp hamujg hiperaktywno$¢ zwierzat wywotang
dootrzewnowym podaniem amfetaminy — dla najbardziej skutecznych zwigzkéw o 42-47%.
Pozwala to przypuszczaé, ze w mechanizm dziatania tych substancji zaangazowany jest uktad
monoaminergiczny w mozgu. Z kolei podstawowa aktywno$¢ motoryczna myszy hamowana
byta w stopniu znaczgcym tylko przez pochodng 2-chlorofenylotiomocznikows. Siedem
badanych pochodnych wykazato dziatanie antynocyceptywne w ,,tescie przeciggania”, istotne
statystycznie zarowno w dawce rownej 0.1EDsg (wszystkie pochodne), jak i 0.05EDs (cztery
substancje). W celu ustalenia korelacji migdzy wspomnianym efektem przeciwbolowym
a uktadem opioidalnym, test ten zostat wykonany w obecnos$ci naloksonu, nieselektywnego
antagonisty receptorow opioidowych. Nie wplywal on na efekt wywotywany przez badane
substancje, niezaleznie od ich dawki, co sugeruje brak powigzania aktywnosci zwiazkow
Z endogennym uktadem opioidowym. Uwzgledniajac mozliwy przeciwdrgawkowy kierunek
aktywno$ci nowych substancji, ich dzialanie zmierzono w teScie drgawek wywotanych
podaniem pentetrazolu. Spodziewany efekt zaobserwowano dla trzech uktadow N-alkilo-
fenylotiomocznika o znacznej lipofilowoS$ci, co potwierdza ustalenia innych autorow [24].
Pochodna 3-(trifluorometylo)fenylotiomocznika podstawiona uktadem 2-fenyloetylowym,

podana w dawce odpowiadajacej 0.1EDsy, W 47% zmniejszala ilo§¢ drgawek tonicznych,
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natomiast pochodna benzylowa chronita gryzonie zaréwno przed drgawkami klonicznymi
(W 40%), jak i tonicznymi (w 47%). Jednocze$nie wspomniane potaczenia tiomocznika,
W znaczacym stopniu w porownaniu z probag kontrolng, obnizaty ryzyko $mierci zwierzat.
Podobnym profilem aktywnosci wykazat si¢ 1-benzylo-3-(4-chloro-3-nitrofenylo)tiomocznik,
ktory w 50-43% redukowat ilo$¢ epizodéw padaczkowych oraz $miertelnos¢ myszy. Znane
jest powigzanie uktadu serotoninergicznego z regulacja temperatury ciata w podwzgorzu [32]
— agoniSci receptorow 5-HT, i antagonisci 5-HT;ao wywotujg hipertermig, podczas gdy
hipotermia moze by¢ zwigzana z blokujacym wptywem zwigzku na receptory 5-HT, oraz
pobudzajagcym na 5-HTia [33]. Pochodna 3-chloro-4-fluorofenylowa podwyzszata
temperature¢ ciala myszy od 30 do 180 minuty do$wiadczenia, a obecno$¢ w czasteczce
uktadu 4-metoksyfenylu zwickszata ja w 30, 60 i 90 minucie. Z kolei obie pochodne
N-alkilofenylo-3-(4-chloro-3-nitrofenylo)tiomocznika W sposob istotny statystycznie
obnizaly temperature ciata zwierzat. Dowodzi to, ze dziatanie zwigzkow przebiega na drodze
stymulacji receptoroOw serotoninergicznych.

Wyniki modelowania molekularnego, powinowactwa do biatek receptorowych i badan
na zwierzetach przeprowadzone dla 1,3-dwupodstawionych pochodnych tiomocznika
wykazaty zgodnos¢, i dowiodly wyraznego wptywu tych zwigzkéw na osrodkowy uktad
nerwowy. Eksperymentalnie udowodnione zostalo powinowactwo do receptora 5-HTia
a takze powigzano aktywno$¢ substancji z uktadem katecholaminy czy endogennym uktadem
opioidowym. Dziatanie pochodnych zawierajacych ugrupowanie 3-trifluorometylofenylowe
bylo szersze niz 4-chloro-3-nitrofenylotiomocznikowych, przy czym najwyzszy potencjat
farmakologiczny zaobserwowatam dla pochodnych N-alkiloarylowych.

Potwierdzeniem istotnej roli, jakg w uzyskiwaniu zroznicowanego efektu
biologicznego odgrywa struktura podstawnika w pozycjach 1 i 3 ugrupowania tiomocznika,
byty wyniki badan aktywno$ci pochodnych benzotiazolowych zawarte w artykule H5, ktora
byla kolejnym efektem wspotpracy z Wydzialem Nauk Biomedycznych Uniwersytetu
Cagliari w Monserrato we Wtloszech. Wedlug danych literaturowych, zastapienie
podstawionego pierscienia fenylowego wigkszym ukladem heteroaromatycznym, przy
jednoczesnym zwickszeniu gietkosci drugiej grupy terminalnej, moze zmieni¢ profil
aktywnosci pochodnej tiomocznikowej na przeciwwirusowy, W tym hamujacy rozwoj wirusa
HIV [34]. Obecnie podstawe wielolekowej, wysoce aktywnej terapii antyretrowirusowej
stanowig nukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy (ang. nucleoside reverse
transcriptase inhibitors — NRTIS), polaczone z lekiem z grupy nienukleozydowych

inhibitorow odwrotnej transkryptazy (ang. non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors —
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NNRTISs), inhibitorow proteazy (ang. protease inhibitors — PIs) lub inhibitoréw integrazy (ang.
integrase inhibitors — INSTIS). Rownoczesna terapia €O nhajmniej trzema lekami
antyretrowirusowymi zmniejsza bowiem ryzyko powstania mutacji opornej na wszystkie
jednoczesnie stosowane chemioterapeutyki. W  pisSmiennictwie z  zakresu  chemii
medycznej mozna odnalezé wiele przyktadow pochodnych 1-(tiazol-2-ylo)tiomocznika,
fenetylotiazolylotiomocznika (PETT) i fenyloetylotiomocznika o udokumentowanej
aktywnosci przeciw wirusowi HIV [35], ktorych profil dziatania opiera si¢ na hamowaniu
odwrotnej transkryptazy (grupa NNRTI). Poszukujac zwigzkow o takich wiasciwosciach,
W pierwszym etapie prac syntetycznych uzyskalam réznorodng grupe zawierajacg ukilad
1-(1,3-benzotiazol-2-ylo)-3-tiomocznika (Rys.3.). Terminalne podstawniki atomu N3 miatly
charakter arylowy, alicykliczny, alkilowy oraz alkiloarylowy, charakteryzowaly si¢ zatem
r6zng objetoscia 1 lipofilowoscia, a takze w odmienny sposdb wpltywaly na gigtkos$¢ catej
czasteczki. Dla trzech pochodnych wykonana zostala rentgenowska analiza strukturalna
monokrysztaldéw. Pozwolita ona na ustalenie, ze konformacja przyjeta przez badane pochodne
benzotiazolu jest stabilizowana przez wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe N-H...N
fragmentow tiomocznika i pierscienia. Eksponuje to oba atomy siarki i atom N1-H uktadu
tiomocznika do oddziatywan miedzyczasteczkowych, np. z biatkiem receptorowym.
Aktywnos$¢ biologiczna tiomocznikowych pochodnych 2-aminobenzotiazolu byla $cisle
powigzana z rodzajem podstawnika terminalnego. Znaczacg cytotoksyczno$¢ wobec
komorek MT-4 (CCsp < 10 puM) zaobserwowalam w grupie arylowych pochodnych
zawierajacych podstawniki elektronoakceptorowe (4-cyjano-, 4-jodo-, 2-bromo, 3-(trifluoro)-
metylo) lub stabo elektronodonorowe (grupy alkilowe). Wprowadzenie do pierscienia
fenylowego atoméw elektroujemnych (fluor, chlor) lub grup silnie elektronodonorowych,
atakze bezposrednie potaczenie uktadu tiomocznika z fragmentem alkilowym lub
alicyklicznym zmniejszalo aktywnos$¢ cytotoksyczng zwigzku. Rownolegle z badaniem
cytotoksycznosci przeprowadzone zostaly testy sprawdzajace aktywnos$¢ przeciw dzikiemu
szczepowi wirusa HIV-1. Wyrazne dziatanie (ECsp=1 uM) wykazat 1-(1,3-benzotiazol-2-
ylo)-3-(1-fenyloetylo)-tiomocznik, co zwigzane byto z obecno$cig tancucha alkilofenylowego,
zapewniajacego wymagang gietkos¢ strukturalng. Jednoczesnie zwigzek ten charakteryzowat
si¢ umiarkowang cytotoksycznoscig, zblizong do Ilekéw kontrolnych, efawirenzu
i azydotymidyny. Nastepnie sprawdzono skuteczno$¢ nowej pochodnej wzgledem kilku
mutacji wirusa HIV, opornych na stosowane obecnie leki antyretrowirusowe. Jej dziatanie
wobec odmian opornych na azydotymidyng (AZT) oraz wzgledem Szczepu

wielolekoopornego (MDR) okazalo si¢ porownywalne z aktywnoscig na szczep dziki, z kolei
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mniejsza efektywnos¢ wykazata wobec mutacji wirusa opornych na leki z grupy NNRTI.
Wyniki te zasugerowaly, ze mechanizm dzialania pochodnej tiomocznikowej zwigzany jest
z jej inhibicyjnym wpltywem na odwrotng transkryptaze retrowirusa. Przeprowadzony
enzymatyczny test immunologiczny potwierdzit te hipoteze — zaobserwowany poziom
inhibicji wynosit od 60% (przy 10 uM stezeniu zwigzku) do 85% (50 uM).

Nowe pochodne benzotiazolu o znaczacej cytotoksycznosci wzgledem MT-4 zostaty
dodatkowo przebadane w kierunku aktywnos$ci przeciw wybranym wirusom RNA (z rodzin
Flaviviridae, Picornaviridae, Paramyxoviridae i Rhabdoviridae) i DNA (Poxviridae,
Herpesviridae), a takze przeciwko szczepom bakteryjnym i grzybiczym. Zadna z testowanych
pochodnych nie byla aktywna wobec tych drobnoustrojow. Z kolei dziatanie
przeciwproliferacyjne tych zwigzkéw wobec nowotworéw hematologicznych i guzow litych
plasowato si¢ na poziomie porownywalnym z cytotoksyczno$cig wzgledem komorek MT-4.
Aktywnos¢ cytostatyczng najbardziej obiecujacej pochodnej - 1-(1,3-benzotiazol-2-ylo)-3-(2-
bromofenylo)tiomocznika, wobec wigkszosci linii komérkowych zaobserwowano w stezeniu

nizszym niz 3 pM.

w2 " Qw”’o

R: aryl, alkil, alkilaryl

Rys.3. Synteza tiomocznikowych i cyklicznych pochodnych 1,3-benzotiazolo-2-aminy (H5).

Obiecujaca grupa zwigzkow biologicznie czynnych sg 2,3-dwupostawione pochodne
1,3-tiazolidyn-4-onu, powstate na drodze cyklizacji ugrupowania tiomocznikowego. Ich
zroznicowane zastosowanie w chemii medycznej obejmuje przede wszystkim dzialanie
przeciwnowotworowe [36], przeciwbakteryjne [10] oraz hamujace rozwdj wirusa HIV [37].
W przypadku aktywnosci przeciwretrowirusowej,  istotne znaczenie ma catkowita
lipofilowos¢ czasteczki oraz elektroujemny charakter podstawnikow w pozycjach meta-
i para- arylowego fragmentu terminalnego [38]. Obecno$¢ atoméw fluorowca ogranicza
bowiem rotacj¢ ligandu 1 stabilizuje jego konformacje ,,butterfly-like” w centrum aktywnym
odwrotnej transkryptazy wirusa [39].

Spodziewajac si¢, ze przeksztalcenie uktadow tiomocznika o poznanej aktywnosci

w formy cykliczne pozwoli odnalezé pochodne o znaczgcej aktywno$ci cytotoksycznej
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I przeciwretrowirusowej, otrzymatam serie¢  1,3-benzotiazol-2-ylowych  pochodnych,
zawierajacych uktad tiazolidynonu (Rys. 3.). Reakcje przeprowadzitam wykorzystujac tylko
aktywne cytotoksycznie pochodne 1-(1,3-benzotiazol-2-ylo)-3-tiomocznika, wylonione
z pierwszego etapu syntezy. Zaktadalam, ze mieszanina poreakcyjna zawiera¢ bedzie dwa
izomeryczne produkty, roznigce si¢ ukladem podstawnikow przy atomach N2 i N3
tiazolidynonu [40]. Cyklizacja, ktorej przebieg potwierdzita rentgenowska analiza
strukturalna, doprowadzita jednak do powstania jedynie pochodnych 2-iminotiazolidyno-4-
onu. Formowaniu takich produktéw sprzyjat polarny aprotyczny rozpuszczalnik (acetonitryl),
reaktywny odczynnik acylujgcy (chloroacetamid) oraz wysoka temperatura reakcji.
Dodatkowo, duzy polarny pierscien benzotiazolu jako fragment terminalny byt takze jednym
z czynnikow decydujacych o podstawieniu przy atomie N2 2-imino-4-tiazolidynonu. Za
wyjatkiem pochodnej 2-bromofenylowej, przeprowadzenie liniowych uktadéw tiomocznika w
zwigzki pierscieniowe doprowadzito do spadku aktywnosci cytotoksycznej wzgledem
komoérek MT-4. Chociaz dzialanie przeciwproliferacyjne wskazanej bromopochodnej byto
ogolnie stabsze niz jej liniowych analogéow, to w przeciwienstwie do nich nie wykazata ona
toksycznosci  wzgledem prawidtlowych ludzkich fibroblastow. Ponadto zardéwno
tiomocznikowa, jak i tiazolidynowa pochodna 2-bromofenylu wyraznie hamowaty
proliferacje komorek ostrej biataczki limfoblastycznej. Cyklizacja wydaje si¢ zatem
racjonalnym Kkierunkiem modyfikacji ugrupowania tiomocznika w celu poszukiwania
nowych, skutecznych chemioterapeutykow cytostatycznych. Z drugiej strony, usztywnienie
struktury czasteczki na drodze tej przemiany prawdopodobnie uniemozliwia przybranie
wymaganej zgigtej konformacji w centrum aktywnym biatka receptorowego, co skutkuje
zanikiem aktywnosci przeciwwirusowe;j.

W celu poszerzenia wiedzy o wplywie modyfikowania struktury pochodnych
tiomocznika na ich aktywnos$¢ biologiczna, zsyntetyzowatam kolejne serie zawierajace uktady
pierscieniowe. Przedmiotem badan strukturalnych oraz bioaktywnosci opublikowanych
w Biomedicine & Pharmacotherapy (H6) byly pochodne 1,3-tiazolidyno-4-onu oraz 1H-
tetrazol-5-ylu, bazujace na czynnych biologicznie 3-(trifluorometylo)fenylotiomocznikach
(H1) (Rys.4.). W grupie wyjsciowej znalazly si¢ zatem pochodne o terminalnych
pierscieniach aromatycznych zawierajace jeden lub dwa podstawniki elektroujemne, gtownie
W pozycjach meta- i para-. Ze wzgledu na zaktadang gietko$¢ strukturalng, do badan
dotgczytam takze pochodng benzylotiomocznikowa. Planujac synteze podstawionych tetrazoli
mialam na uwadze ich mozliwg do przewidzenia aktywno$¢ przeciwbakteryjng [41],

przeciwnowotworowg [42] i przeciwwirusowg [43]. Za racjonalno$cig tej Sciezki syntetycznej
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przemawiat rowniez fakt, ze udokumentowang zdolno$¢ hamujaca wzrost komorek
nowotworowych posiadaja 1,2-diarylowe pochodne tetrazoli obdarzone zaréwno
podstawnikami elektronodonorowymi, jak i elektronoakceptorowymi [44]. Pierwsza grupe
zwigzkow, pochodne 5-aminotetrazolu, uzyskatam wykorzystujac nukleofilowy atak jonu
azydkowego na uktad tiomocznika, aktywowany uprzednio jonem rteci (II). Otrzymany w ten
sposob azydek guanylu ulegat nastepnie elektrocyklizacji, dajac dwa izomeryczne zwiazki
[45]. Produkty gtowne stanowily N-podstawione 1-[3-(trifluorometylo)fenylo)]-1H-tetrazolo-
5-aminy, zebralam rowniez niewielkie ilosci 1-podstawionych N-[3-(trifluorometylo)fenylo)]-
1H-tetrazolo-5-amin. Rownolegle te same wyjsciowe fenylotiomoczniki zawierajgce
podstawnik 3-(trifluoro)metylowy poddatam reakcji z chloroacetamidem, co pozwolito na
otrzymanie odpowiednich 1,3-tiazolidyno-4-onéw. Struktury otrzymanych pochodnych
potwierdzono za pomoca rentgenowskiej analizy strukturalnej. Wykazata ona takze, ze
badane trgjpier§cieniowe pochodne tiomocznika charakteryzuja sie gigtkoscig konformacyjna,

ktéra moze utatwi¢ nawigzywanie oddziatywan miedzyczasteczkowych.

R: aryl, benzyl

Rys. 4. Synteza cyklicznych pochodnych 3-(trifluorometylo)aniliny (i: R-NCS, MeCN; ii:
NaNs3, HgCl,, EtsN, DMF; iii: chloroacetamid, MeCN) (H6).
Zsyntetyzowane pochodne przekazalam na badania oceniajagce ich aktywno$é

cytotoksyczng w stosunku do komorek MT-4. Jednoczesnie badano takze zdolno$¢ hamujaca
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rozw6j wirusa HIV. W poréwnaniu z liniowymi analogami, cytotoksyczno$¢ substancji
zawierajacych ugrupowanie tetrazolu zmalata 2-7-krotnie, a w grupie uktadow
tiazolidynowych aktywnos$¢ ta byta od 2 do 15 razy stabsza. Takie obnizenie potencjatu
biologicznego moze by¢ uzasadnione zmieniajacg si¢ w wyniku przeksztatcen strukturalnych
lipofilowoscig czgsteczek, ktora determinuje przepuszczalno$¢ przez btony biologiczne.
Wyrazona jako ClogP, w niewielkim stopniu rosta dla uktadéw tetrazolowych, a ulegala
znacznemu obnizeniu W przypadku pochodnych tiazolidynowych. Przeciwng tendencj¢ zmian
lipofilowo$ci zaobserwowatam jedynie dla cyklicznych pochodnych zawierajacych
podstawnik benzylowy. Na szczegolna uwage zastuguje jednak pochodna N-(4-
nitrofenylo)tetrazolowa, ktéra hamowata podziat komorek MT-4 trzykrotnie silniej niz
odpowiadajaca jej tancuchowa pochodna tiomocznikowa. Wysoki efekt cytostatyczny
obserwowany dla potaczen ukladu tetrazolu z pierScieniem nitrofenylowym zostat juz
wczesniej zauwazony [46]. Nowo zsyntetyzowany zwigzek wykazywal wyrazng aktywnos¢
przeciwproliferacyjng i proapoptyczng w stosunku do ludzkich komérek gruczolakoraka phuc
(A549) oraz czerniaka (HTB-140). W duzym stopniu ograniczal rowniez ich migracjg.
Podczas 72-godzinnej inkubacji, pochodna tertazolu zwigkszyta wrazliwos¢ komorek
gruczolakoraka na obecnos¢ lekow referencyjnych - cisplatyny (o 10%) oraz doksorubicyny
(0 4%). W przeciwienstwie do substancji kontrolnych, zwigzek nie wptywal znaczaco na
podziaty komérkowe prawidtowych keratynocytow (HaCaT), w rezultacie selektywnosc¢ tej
pochodnej byla wyzsza niz uzytych wzorcow. Otrzymane wyniki wskazuja, ze badana
struktura moze zatem stanowi¢ punkt wyjscia w procesie poszukiwania nowego
chemioterapeutyku przeciwnowotworowego. Z kolei brak inhibicyjnej aktywnosci nowych
zwigzkow cyklicznych w kierunku wirusa HIV moze by¢ zwigzany z ich niedostateczng
gietkoscig strukturalng.

Kontynuacj¢ badan nad wiasciwosciami biologicznymi pochodnych tiomocznika
stanowit artykut opublikowany w 2018 roku w Journal of Inorganic Biochemistry (H7).
Przedstawione wyniki dotyczyty aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej komplekséw miedzi
(1) z aktywnymi 3-(trifluorometylo)fenylotiomocznikami (Rys.5.), ktore byly tematem
artykulu H1. Cztery wybrane do reakcji kompleksowania ligandy pochodzity z grupy mono-
oraz dihalogenopochodnych, zawierajacych atomy fluoru i/lub chloru. Struktura powstatych
zwigzkow koordynacyjnych oraz symetria oddzialywan metal-ligand zostaly ustalone we
wspotpracy z Instytutem Fizyki PAN w Warszawie, za pomoca polaczonych technik
spektroskopii  w  podczerwieni  (FTIR), spektroskopii elektronowego rezonansu

paramagnetycznego (EPR) oraz obliczen kwantowo-mechanicznych metoda teorii
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funkcjonalu gestosci (DFT). Najbardziej prawdopodobny model strukturalny zaktadat, ze
W jednordzeniowym uktadzie Cul,, donorami par elektronowych sa atomy siarki oraz
zdeprotonowane atomy azotu N1/N2 ugrupowania tiomocznikowego ligandu. W tym
najbardziej preferowanym energetycznie, centrosymetrycznym modelu N,S,, czasteczki
ligandu przyjmowaty potozenie trans w stosunku do atomu centralnego. Taki typ koordynacji,
w ktorym jon Cu (II) stanowi element dwoch czterocztonowych pierscieni (Cu-S-C-N) jest
dos¢ nietypowy dla tego pierwiastka [8,47]. Pozostale modele strukturalne — typ Ng4, ktory
zaktadal chelatowanie przez cztery atomy azotu uktadu tiomocznika, oraz model N,S, zostaty
wykluczone ze wzgledu na znaczng niestabilnos$¢ energetyczna.

Koordynacja ligandow tiomocznikowych z jonami metali przejsciowych prowadzi
czesto do wzrostu potencjatu biologicznego uktadu, co moze by¢ uzyteczng metoda obnizenia
dawki substancji leczniczej [48,49]. Wsr6d poznanych dotad chemioterapeutykow
zawierajacych jon miedzi znajdujg si¢ zarowno substancje cytostatyczne [50], jak i aktywne
przeciw bakteriom Gram-dodatnim i Gram-ujemnym [51]. Otrzymane przez mnie kompleksy
tiomocznika wykazaly wobec standardowych szczepéw Gram-dodatnich dziatanie wysokie
do umiarkowanego (MIC 2-8 pg/ml). Jednoczesnie oznaczona aktywno$¢ hamujaca wzrost
bakterii Gram-ujemnych oraz grzybow byla staba, lecz wyzsza niz zaobserwowana dla
wyjsciowych ligandow. Znaczacy profil przeciwbakteryjny zwigzkow koordynacyjnych
potwierdzily kolejne badania, wykonane na 14 klinicznych metycylino-opornych szczepach
S. aureus oraz 16 izolatach S. epidermidis. W przypadku chelatéw zawierajacych uktady 3,4-
dichloro-, 3-fluoro- oraz 4-chlorofenylotiomocznika, otrzymane wartosci MIC byty nizsze niz
dla odpowiadajacych im ligandow. W tej grupie najsilniejszy potencjat przeciwgronkowcowy
wykazat kompleks dichloropochodnej. Jedynie koordynacja pochodnej 3-chloro-4-
fluorofenylotiomocznika spowodowata obnizenie jej potencjatu biologicznego. Warto
podkresli¢, ze potowa badanych szczepdw szpitalnych byta bardziej wrazliwa na obecnosé
testowanych substancji niz referencyjnej cyprofloksacyny. Co istotne, koordynacyjne uktady
tiomocznika, podobnie jak wyjsciowe ligandy, nie wykazaty witasciwosci genotoksycznych

ani mutagennych.
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Rys. 5. Synteza zwigzkow kompleksowych miedzi (I1) z pochodnymi 3-(trifluorometylo)-
fenylotiomocznika (H7).

Badania profilu przeciwdrobnoustrojowego objety takze okreslenie wpltywu substancji
na wzrost biofilmu produkowanego przez szczepy gronkowcoOw. Do analiz wybrano
najaktywniejszy kompleks, pochodng 3.4-dichlorofenylowa. Zwiazek uzyty w stezeniu
rownym dwukrotnosci MIC (4 pg/ml) niemal catkowicie zapobiegal powstawaniu biofilmu
szczepu standardowego S. epidermidis ATTC 12228 i dwoch klinicznych S. aureus. Zblizong
skuteczno$¢, na poziomie 90-80%, kompleks ten wykazywat wobec trzech mikroorganizmow
0 najwyzszym poziomie produkcji biofilmu. W stosunku do przewazajacej ilosci szczepow
tworzacych biofilm oraz we wszystkich wybranych zakresach stezen, aktywno$¢ pochodne;j
tiomocznika byla wyzsza niz leku kontrolnego, a w przypadku trzech izolatow -
poréwnywalna do niego.

W celu okreslenia mechanizmu dzialania przeciwbakteryjnego, poréwnano wplyw
wyjsciowych dichlorowcopochodnych tiomocznika oraz ich komplekséw z miedzig na
aktywnos¢ topoizomerazy IV i gyrazy DNA, wyizolowanych ze szczepdéw S. aureus. Badania
wykazaty, ze gtowny cel molekularny ligandow oraz kompleksu z pierscieniem 3,4-
dichlorofenylowym stanowita gyraza, natomiast pochodnej 3-chloro-4-
fluorofenylotiomocznika — topoizomeraza IV. W poroéwnaniu z aktywnoscig cyprofloksacyny,
aktywno$¢ inhibicyjna badanych pochodnych byla 2-14 razy silniejsza. Wptyw pochodnej
3,4-chlorofenylowej hamujacy dziatanie bakteryjnej gyrazy wyraznie korelowal z okreslong
wczesniej aktywnoscig tego zwigzku na szczepy kliniczne - zaréwno planktoniczne, jak

I wytwarzajace biofilm.
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W przypadku organicznych zwigzkow kompleksowych, czgsto jedynie bioaktywny
ligand odpowiada za oddziatywanie z biatkiem enzymatycznym, co eliminuje jon metalu
Z bezposredniego kontaktu z centrum aktywnym [52]. Hipoteza ta jest wysoce
prawdopodobna w odniesieniu do badanych potaczen koordynacyjnych 3-(trifluorometylo)-
fenylotiomocznika, poniewaz so6l miedzi (II) uzyta jako substrat nic wykazata aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej. Wzrost aktywnosci biologicznej substancji bedacy skutkiem
skompleksowania moze zatem wynika¢ ze zwigkszonej W ten sposob hydrofilowosSci
i biodostepnosci czgsteczki. Obecnos¢ kationu utatwia rowniez transport aktywny zwigzku do
wnetrza komorki [53]. Analiza budowy kieszeni wigzgcej bakteryjnych topoizomeraz typu Il
wykazala, ze jej wielko$¢ nie pozwala na wigzanie calego kompleksu o ustalonej strukturze.
W rezultacie zaproponowany zostal model wigzania monomerycznego ligandu, 1-(3,4-
dichlorofenylo)-3-[3-(trifluorometylo)fenylo]tiomocznika, zaktadajacy dysocjacje kompleksu
przed dotarciem do miejsca aktywnego enzymu. Ustalono, ze dokowana czasteczka wigzac
si¢ z podjednostkag B bakteryjnej gyrazy, hamowata jej aktywnos$¢ ATPazowa. Miedzy
grupami NH ukladu tiomocznika a resztami Asp81 i Thrl73 tworzyly si¢ wigzania
wodorowe; z kolei pierscien z podstawnikiem 3-trifluorometylowym stabilizowany byt za
pomoca oddzialywan hydrofobowych z niepolarnymi resztami Ile86, Ile175 oraz Thrl73.
Analogiczny sposOéb wigzania monomerycznego ligandu zaobserwowano w miejscu
aktywnym topoizomerazy IV. Kluczowe dla wywotania odpowiedzi biologicznej byto
réwniez wigzanie wodorowe mig¢dzy ugrupowaniem tiomocznika a grupg -COO™ Asp74,
podczas gdy grupa 3-(trifluormetylo)fenylowa angazowata si¢ w oddziatlywania typu CH...n
Z sgsiednimi resztami Met79 i Pro80.

Najwazniejsze osiagniecia prowadzonych przeze mnie prac (wnioski)

» Zaplanowanie i otrzymanie serii 1,3-dwupodstawionych pochodnych tiomocznika
0 zr6znicowanej aktywnos$ci biologicznej, zaleznej od charakteru chemicznego ukladow

terminalnych.

» Ustalenie mechanizmu dziatania przeciwbakteryjnego pochodnych  3-(trifluoro-
metylo)fenylo- i 4-chloro-3-nitrofenylotiomocznika (inhibitowanie topoizomerazy IV oraz
gyrazy DNA), a takze zaproponowanie modelu wigzania tych zwigzkow do obu
topoizomeraz. Najbardziej obiecujace halogenopochodne wykazaty aktywnos¢ wyzsza niz lek

referencyjny - zarowno wobec komorek planktonicznych, jak i tworzacych biofilm,

28



Autoreferat — postepowanie habilitacyjne dr n. farm. Anny Marii Bielenicy

jednoczesnie pozbawione byly wilasciwosci genotoksycznych oraz nie wplywaly na wzrost

ludzkich komorek prawidtowych.

« Uzyskanie w grupie pochodnych N-alkiloarylowych zawierajagcych uktad 4-chloro-3-
nitrofenylotiomocznika  zwigzkow o  wysokim  potencjale  przeciwgruzliczym,

poréwnywalnym lub silniejszym niz lek kontrolny.

» Wykazanie antagonistycznego wptywu pochodnych 3-(trifluorometylo)fenylotiomocznika
na aktywno$¢ receptorow 5-HTza, zarowno w testach in vivo, jak in silico, a takze ich

szerokiego oddziatywania na o§rodkowy uktad nerwowy zwierzat laboratoryjnych.

» Wyselekcjonowanie z grupy cytotoksycznych pochodnych 1,3-benzotiazolylotiomocznika
zwigzku hamujacego wzrost wirusa HIV-1. Aktywnos¢ przeciwko dzikim szczepom wirusa,
jak i mutacjom opornym na stosowane obecnie leki, byta wynikiem hamujacego wplywu na

dziatanie odwrotnej transkryptazy retrowirusa.

* Przeprowadzenie cyklizacji dwupodstawionych pochodnych tiomocznika do uktadow 1,3-
tiazolidyn-4-onu oraz 1H-tetrazol-5-ylu. Efektem zmian strukturalnych bylo obnizenie
cytotoksycznosci wszystkich zwigzkow, przy zachowaniu dziatania przeciwprofliferacyjnego

wybranych pochodnych.

* Otrzymanie zwiazkow kompleksowych miedzi (II) z aktywnymi pochodnymi 3-
(trifluorometylo)fenylotiomocznika, o potencjale przeciwgronkowcowym réwnym lub
wyzszym w poréwnaniu do wyjsciowych ligandow lub kontrolnego antybiotyku. Wykazano,
ze gtowny cel molekularny koordynacyjnych potaczen tiomocznika stanowita bakteryjna

gyraza.

Przedstawiona tematyka ma charakter interdyscypilnarny i taczy kompetencje wielu
zespotow badawczych. Koordynowanie badan aktywnosci otrzymanych przeze mnie
zwigzkow pozwolito na wybranie tych, ktore bioaktywnoscia moga konkurowaé
z wzorcowymi chemioterapeutykami. Opisane dotychczas zaleznosci miedzy strukturg
aprofilem dzialania wskazujg dalszy kierunek poszukiwan potencjalnych substancji
leczniczych w grupie pochodnych tiomocznika.
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5. Omoéwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo - badawczych

a) Dzialalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Swoja dziatalno$¢ naukowg rozpoczetam na IV roku studiow, wlaczajac si¢ do prac
doswiadczalnych prowadzonych w Pracowni Analizy Przeptywowej i Chromatografii
Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego, kierowanej przez Prof. dr hab. Marka
Trojanowicza. Zapoznatlam si¢ tam 2z podstawami wykorzystania bioczujnikow
enzymatycznych do detekcji roznych substancji organicznych. Badania, ktére weszly w sktad
mojej pracy magisterskiej, wykonatam w dwoch osrodkach naukowych - w Centrum
Fitofarmacji (obecnie BAE — Bioczujniki-Analizy-Srodowisko) Uniwersytetu Perpignan we
Francji oraz na Wydziale Chemii Uniwersytetu we Florencji we Wtoszech. W laboratoriach
Uniwersytetu w Perpignan, pod kierunkiem Prof. Jean-Louis Marty, bralam udziat
w opracowaniu amperometrycznej metody detekcji pestycydow w uktadzie przeptywowym,
opartej na inhibitowaniu esteraz cholinowych. Pracujac na kilku typach bioczujnikow,
roznigcych si¢ zrodtem enzymu, porownywatam ich stabilno$¢, mozliwos¢ regeneracji oraz
czuto$¢ na obecno$¢ zanieczyszczen tionofosforoorganiczych we wzbogaconych wodach
naturalnych. Efektywno$¢ tej metody sprawdzatam za pomocg HPLC. Wyniki opisanych
doswiadczen zostaly opublikowane (O1). Z kolei pobyt na Uniwersytecie Florenckim,
w grupie badawczej Prof. Marco Masciniego, wykorzystalam na zapoznanie si¢
z efektywnos$cig elektrochemicznych bioczujnikow DNA, opartych na powinowactwie
zwigzkow do struktury helikalnej. Przedstawiona praca magisterska wzigta udziat
W wydziatowym konkursie na najlepsza prace dyplomowa.

W pazdzierniku 2001 roku podjetam prace na stanowisku asystenta w Katedrze
i Zaktadzie Chemii Medycznej WUM, kierowanej przez Prof. dr hab. Jerzego
Kossakowskiego, angazujac si¢ w realizacj¢ prowadzonych tam badan naukowych. Dotyczyty
one poszukiwania nowych substancji o potencjalnym oddzialywaniu na osrodkowy uktad
nerwowy w grupie N-podstawionych pochodnych imidow cyklicznych. Wykonywane prace
doswiadczalne daty mi mozliwo$¢ zapoznania si¢ z rdéznymi technikami stosowanymi
w syntezie organicznej, a uzyskiwane wyniki zachgcaly do nawigzywania wspolpracy

z innymi osrodkami naukowymi. Przeprowadzone badania umozliwity mi sprecyzowanie
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tematu pracy badawczej, co w przysztosci zaowocowalo uzyskaniem stopnia naukowego
doktora. Moja uwaga skupita si¢ na grupie arylopiperazynylowych pochodnych imidéw,
ktorych modyfikacja strukturalna pozwolitaby na otrzymanie zwigzkéw o dziataniu
ukierunkowanym na uktad nerwowy, w tym przeciwpsychotycznym i przeciwdepresyjnym.
Wyijsciowe imidy otrzymywatam na drodze reakcji Dielsa-Aldera, nastepnie podawatam
alkilowaniu oraz sprzeganiu z (hetero)arylowymi pochodnymi piperazyny. Planujac synteze,
modyfikowatam tancuch weglowy, wprowadzajac tacznik o réznej dlugosci i gietkosci, trzy-
lub czteropunktowy. Zmieniatam takze objetos¢ grupy imidowej i terminalny podstawnik
arylopiperazynylowy. Zwracatam przy tym uwage na osiggane przez syntetyzowane zwigzki
teoretyczne parametry molekularne, ktére decyduja o przepuszczalnosci przez blony
biologiczne, szczegodlnie barier¢ krew-mozg. Sktanialy one do przypuszczen, ze otrzymane
przez mnie substancje moga charakteryzowac si¢ korzystng farmakokinetyka,
przepuszczalno$cia, rozpuszczalnosciag i niska toksycznoscig. Zainteresowanie otrzymanymi
przeze mnie zwigzkami doprowadzito do przebadania pod katem farmakologicznym okoto 80
% z tych, ktore wiaczylam do rozprawy doktorskiej. Wstepnej ocenie aktywno$ci na
osrodkowy uktad nerwowy poddano 14 zwigzkéw z grupy pochodnych 4-azatricyklo-
[5.2.2.0%®Jundekan-3,5,8-trionu i 4-azatricyklo[5.2.1.0%®]dek-8-en-3,5-dionu. Nie wykazaty
one neurotoksyczno$ci, a trzy z nich dzialaly hamujaco na osrodkowy uklad nerwowy
zwierzat. Efektem wspomnianych prac badawczych byly artykuly O2, O3, 05, O7
i komunikaty K1-K5, K7-K9, K11, K15-K19. Wybrane pochodne zawierajace uktad
4-hydroksy-4-azatricyklo[5.2.1.0%°]dek-8-en-3,5-dionu  bardzo stabo wigzaly si¢ do
receptorow [(-adrenergicznych (O4, K14). Z kolei profil powinowactwa do receptorow
5-HT1a 1 5-HT,a fenylopiperazynylowej pochodnej z tej serii okazat si¢ zblizony do tego,
ktory wykazuje neuroleptyk arypiprazol (OG6). Zainteresowatam si¢ jednoczesnie
rozwazaniem konformacji, jakie moga przyjmowaé arylopiperazynylowe pochodne w ciele
staltym, a takze rodzajem oddzialywan miedzyczasteczkowych preferowanych przez te
zwigzki. Zostato ustalone, Ze syntetyzowane przez mnie substancje przyjmujg w wiekszosci
konformacje zgigta, a przyjete odlegltosci wewnatrzczasteczkowe sa zgodne z modelem
farmakoforowym receptora 5-HT1a. Wyniki badan strukturalnych otrzymanych pochodnych
zostaly zaprezentowane w postaci komunikatow K10, K12, K13, K20, K21.

Wsrod uktadow imidowych poszukiwatam takze tych, ktore moglyby wykazywaé
dziatanie przeciwdrobnoustrojowe i cytotoksyczne, dlatego wickszo$¢ zsyntetyzowanych
przeze mnie pochodnych zostata przebadana wielokierunkowo. Najsilniejszym profilem

przeciwwirusowym wykazaty si¢ alkilowe i1 2-hydroksypropylowe pochodne 2,3-dihydro-5H-
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[1,4]ditiino[2,3-c]pirolo-5,7(6H)-dionu oraz 10-(difenylometyleno)-4-azatricyklo[5.2.1.0%°]-
dek-8-en-3,5-dionu, zawierajace ugrupowania fenylo-, 4-fluorofenylo-, benzylo- i pirydyn-2-
ylopiperazynylowe. Wywieraly one wptyw hamujacy wzrost szczepow wirusa zoltej febry,
opryszczki typu 1 i coxsackie CVB-2. Réwnolegle oceniano cytotoksyczno$¢ zwigzkoéw
wobec komorek MT-4; najnizszg przypisano pochodnym  10-(difenylometyleno)-4-
azatricyklo[5.2.1.0*%]dek-8-en-3,5-dionu (O3, 08). Zwiazki z tej serii charakteryzowaly sig
réwniez aktywno$ciag w kierunku szczepdw bakterii Gram-dodatnich oraz drozdzakow.
Wyniki opisanych badan biologicznych opublikowatam juz po obronie pracy doktorskiej
(012, 014, 015). Realizacja wymienionych testow aktywnosci mozliwa byta dzigki
nawigzanej przez mnie wspolpracy z osrodkami naukowymi w kraju i1 za granicag. Mimo, ze
w 2008 roku jako wspotwykonawca staratam si¢ 0 finansowanie projektu badawczego pt.
»oynteza N-podstawionych pochodnych cyklicznych imidow o spodziewanym dziataniu
farmakologicznym” (Wniosek nr 39039, 36. konkurs MNiSW), nie zostato mi ono przyznane.

Moj dorobek przed uzyskaniem stopnia doktora obejmuje 8 publikacji oryginalnych,
2 artykuty pokonferencyjne oraz 19 komunikatoéw prezentowanych na krajowych
i miedzynarodowych konferencjach naukowych. Catkowity IF artykulow opublikowanych
przez obrong pracy doktorskiej wynosi 2.898, a ich warto$¢ odpowiada 71 punktom MNiSW.

b) Dziatalnos¢ naukowa po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych, w ramach projektu wtasnego
(nr 1M8/W1/10) kontynuowalam poszukiwania zwigzkéw bioaktywnych w grupie
N-podstawionych pochodnych bazujacych na szkielecie imidowym. Efektem tych badan byty
artykuty i streszczenia zjazdowe dotyczace aktywnosci  biologicznej ukiadu
4-azatricykloundeka-3,5,8-trionu (O9), a takze arylopiperazynyloalkilowych pochodnych
3-fenylopiperydynylo-2,6-dionu  (O13), azaheksacyclo-18,20,22-trionu i indenoizoindolo-
1,3,5-trionu  (O16). Interesowalam si¢ roéwniez analizg zmiennosci konformacyjnej
otrzymanych przez mnie substancji w stanie statym i w roztworze (K22, K23). W ramach
wspotpracy wieloosrodkowej, syntetyzowane przeze mnie acetoksy pochodne imidoéw
cyklicznych poddawane byly badaniom strukturalnym, wykorzystujacym metody dyfrakcji
rentgenowskiej, techniki spektroskopii w podczerwieni (FTIR) i spektroskopii Ramana,
a takze obliczenia kwantowo-mechaniczne metoda teorii funkcjonatu gestosci (DFT) (010,
011, O17). W latach 2010-2011 bytam réwniez wspotwykonawca projektu badawczego (nr
PNRF-103-Al-1/07), dotyczacego poszukiwan potencjalnych lekow przeciwdepresyjnych
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i przeciwlgkowych ~ w grupie N-alkiloarylowych i N-(alkilo)cyklicznych pochodnych
6-nitrokwipazyny. Moim zadaniem bylo opracowanie i optymalizacja warunkow syntezy,
przebiegajacej m.in. na drodze katalizy miedzyfazowej. Podsumowaniem mojego
wieloletniego zainteresowania rodzing arylopiperazyn sg prace pogladowe dotyczace modeli
farmakoforowych i sposobu oddziatywania tych ligandow z receptorami serotoninowymi
5-HT1a 5-HT2a 1 5-HT; (P1-P4) Nawigzaniem do tej tematyki jest réwniez rozpoczgta
w ostatnich latach wspotpraca z Prof. Ferdinando Fiorino z Uniwersytetu Neapolitanskiego
we Wioszech (021), w ramach ktorej wykonano nastepnie cz¢$¢ badan stanowigcych
przedstawione do oceny osiggniecie naukowe (H4). Od roku 2012 $cisle wspotpracuje
naukowo z dr hab. Martg Struga (Katedra i Zaktad Biochemii WUM, poprzednio Zaktad
Biochemii i Farmakogenomiki) i skupiona jestem na poszukiwaniu substancji bioaktywnych
w grupie pochodnych tiomocznika. Realizujac t¢ tematyke, w 2013 roku wystapitam
o finansowanie projektu naukowego dotyczacego badan aktywnosci biologicznej
otrzymywanych przez mnie pochodnych tiomocznikowych (konkurs Sonata 6, projekt nr
236535), jednak nie uzyskat on akceptacji. Kontynuuj¢ i rozwijam wspotprace z dr hab.
Joanna Stefanskg (Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej WUM). Jej rezultatem jest seria
artykutow i komunikatow (K34, K35), dotyczacych przeciwbakteryjnego profilu
zsyntetyzowanych przeze mnie substancji, zawierajacych uktady imidowe (0O20),
heterocykliczne (018, 019, 024) lub aromatyczne (023). Przy wspoétudziale grupy
badawczej Prof. Anny E. Koziot z Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie,
szczegbtowo okreSlona zostata rowniez struktura krystaliczna wybranych 1,3-
dwupodstawionych pochodnych tiomocznika, zaprezentowana m.in. w formie doniesien
zjazdowych K24- K26, K28, K31-K33. W ramach wspoélpracy z dr Ewg Kedzierskg (Katedra
i Zaktad Farmakologii z Farmakogenomika Uniwersytetu Medycznego w Lublinie),
zaprojektowatam 1 otrzymatam seri¢ pochodnych tiomocznika, wykazujacych dziatanie na
oSrodkowy uktad nerwowy zwierzat laboratoryjnych (O18, K27, K30). Niektore
halogenowane pochodne tiomocznika, opublikowane w artykutach H1 i H3, zostaly
wytypowane na badania spektroskopowe, poparte obliczeniami kwantowo-mechanicznymi
(metoda DFT) oraz dokowaniem do wybranych biatek receptorowych. Badania teoretyczne
wykonane zostaty dzigki wspotpracy z Prof. Yohannanem Panickerem z Wydziatu Fizyki
Fatima Mata National College w Kerala w Indiach, i opublikowane w pracach 022, 025,
026. W chwili obecnej zajmuje si¢ poszukiwaniem zwigzkéw bioaktywnych w grupie

cyklicznych pochodnych tiomocznika.
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9. Wspoélpraca naukowa

a) Krajowe oérodki naukowe

 Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej WUM; dr hab. Joanna Stefanska — w zakresie

badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej Zsyntetyzowanych zwigzkow

» Zaktad Krystalografii Wydzialu Chemii Uniwersytetu Marii Curie — Sklodowskiej
w Lublinie; Prof. dr hab. Anna E. Koziot — w zakresie badan strukturalnych

zsyntetyzowanych zwigzkow

» Katedra i Zaktad Farmakologii z Farmakogenomika Uniwersytetu Medycznego w Lublinie;
dr Ewa Kedzierska — w zakresie badan behawioralnych pochodnych tiomocznika na

osrodkowy uktad nerwowy zwierzat

* Pracownia Teorii Biopolimerow Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego; dr hab.
Sebastian Kmiecik oraz Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M.
Mossakowskiego PAN; dr Michat Kolinski - w zakresie modelowania molekularnego

pochodnych tiomocznika do biatek receptorowych

» Zaktad Biochemii i Farmakogenomiki, Wydzial Farmaceutyczny WUM; dr Matgorzata
Wrzosek, mgr Marta Wilodarczyk - w zakresie badan molekularnych mechanizmow
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej zwigzkow oraz dr Wioletta Olejarz — w zakresie badan

cytotoksycznosci pochodnych tiomocznika
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 Zaklad Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i Choréb Pluc w Warszawie; Prof. dr hab. Ewa
Augustynowicz-Kope¢, dr Agnieszka Napiorkowska — w zakresie okreslenia aktywnosci

przeciwgruzliczej pochodnych tiomocznika

* Instytut Fizyki PAN w Warszawie; dr Aleksandra Drzewiecka-Antonik, dr Pawetl Rejmak —
w zakresie badan spektroskopowych i obliczen kwantowo-mechanicznych kompleksowych

pochodnych tiomocznika

 Katedra i Zaktad Chemii Nieorganicznej i Analitycznej, Wydziat Farmaceutyczny WUM,;

mgr Sylwester Krukowski — w zakresie badan spektroskopowych pochodnych tiomocznika

b) Zagraniczne o$rodki naukowe

* Dipartimento di Scienze Biomediche, Sezione di Microbiologia e Virologia, Universita degli
Studi di Cagliari, Monserrato, Wtochy; Prof. Paolo La Colla, dr Gabriele Giliberti, dr
Giuseppina Sanna — w zakresie okres$lenia aktywnosci cytotoksycznej, przeciwproliferacyjnej
1 przeciwwirusowe] pochodnych tiomocznika, a takze molekularnych mechanizmow

aktywnosci przeciwwirusowej

 Dipartimento di Farmacia Universita di Napoli “Federico 117, Neapol, Wiochy; Prof.
Ferdinando Fiorino oraz Dipartimento di Scienze Mediche, Chirurgiche e Neuroscienze
Strada delle Scotte, Universita di Siena, Siena, Wtochy; Prof. Paola Massarelli — w zakresie

badania powinowactwa pochodnych tiomocznika do receptoréw serotoninowych

» Department of Physics, Fatima Mata National College, Kollam, Kerala, Indie, Prof. C.
Yohannan Panicker, Prof. Y. Sheena Mary oraz Department of Chemistry, University of
Antwerp, Belgia; Prof. Christian Van Alsenoy — w zakresie badan spektroskopowych

i obliczen kwantowo-mechanicznych zsyntetyzowanych zwigzkoéw

10. Udzial w projektach badawczych

» 2010-2011, praca witasna WUM pt. ,,Synteza N-podstawionych pochodnych cyklicznych

imidoéw 0 spodziewanym dzialaniu farmakologicznym”
Nr projektu: 1IM8/W1/10
Rola: wykonawca
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» 2010-2011, projekt badawczy w ramach 1. edycji Polsko-Norweskiego Funduszu Badan
Naukowych pt.” Creating an academia-based platform to discover substances acting on
serotonergic or glutamatergic systems as potential new antidepressant or anxiolytic drugs.”

Nr projektu: PNRF-103-Al-1/07

Rola: wykonawca

Badania wykonywane w celu realizacji prac wchodzacych w sktad cyklu w postepowaniu

habilitacyjnym, zostaly sfinansowane m.in. z nastepujacych projektoéw badawczych:

» European Regional Development Fund within the Operational Programme “Innovative
economy for 2007-2013” (prace H2, H3, H4, H6)

* Grant “Tuventus plus” Nr IP2012 016372, finansowany przez MNiSW (praca H4)

» Program operacyjny “Rozwdj Polski Wschodniej ,,Development of Eastern Poland 2007-
2013 Nr. POPW.01.03.00-06-009/11-00 (prace H4, H6)

* Migdzynarodowy projekt badawczy EAGLE (FP7-REGPOT-2013-1, Nr 316014) (praca
H7)

* Miedzynarodowy projekt badawczy Nr 2819/7.PR/2013/2, wspotfinansowany przez
MNISW (praca H7)

+ projekt w ramach Programu Innowacyjna Gospodarka Nr PO1G.02.01.00-12-023/08 (praca
H7)

11. Staze naukowe

12.2000 — 02.2001 — Centre for Phytopharmacy, University of Perpignan (obecnie: University
of Perpignan Via Domitia’s Biosensors—Analyses—Environment (BAE)), Perpignan, Francja,
pobyt w ramach INCO-Copernicus Projekt nr INCO ERB IC96 0804, ,,Biosensors for direct

monitoring of environmental pollutants in the field”

10-11.2000 — Department of Chemistry, University of Florence, Florencja, Wiochy, pobyt
w ramach 5th Framework EC-LIFE QUALITY Projekt nr QLK3-2000-01311, “Evaluation/

validation of novel biosensors in real environmental and food samples”
12. Nagrody i stypendia za dzialalno$¢ naukowa

Jestem laureatkag Nagrod Naukowych JM Rektora Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

w latach:
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» 2017 - nagroda naukowa drugiego stopnia za wspotautorstwo pracy pt: ,,5-HT, receptor
affinity, docking studies and pharmacological evaluation of a series of 1,3-disubstituted

thiourea derivatives.”

* 2016 - nagroda naukowa drugiego stopnia za wspotautorstwo pracy pt: ,,Synthesis,
cytotoxicity and antimicrobial activity of thiourea derivatives incorporating 3-(trifluoro-

methyl)phenyl moiety”.

* 2014 - nagroda indywidualna drugiego stopnia za autorstwo prac przegladowych

dotyczacych modeli wigzania arylopiperazyn do receptoréw serotoninowych

» 2009 - nagroda zespotowa trzeciego stopnia za wspoétautorstwo publikacji dotyczgcych

syntezy biologicznie czynnych pochodnych policyklicznych imidow

* 2005 — nagroda zespotowa drugiego stopnia za wspotautorstwo prac dotyczacych syntezy

nowych zwigzkéw chemicznych o potencjalnym dzialaniu farmakologicznym
13. Kursy i szkolenia

03.2005 — ukonczenie szkolenia dajacego uprawnienia egzaminatora maturalnego z chemii

przy OKE w Warszawie

06.2005 — ukonczenie kursu pedagogicznego dla nauczycieli akademickich Akademii

Medycznej w Warszawie (obecnie WUM)

01.2015 — ukonczenie szkolenia przy OKE w Warszawie, umozliwiajacego sprawdzanie

egzaminu maturalnego z chemii w ,,nowej formule”

2005-2017 — uczestnictwo w corocznych szkoleniach egzaminatorow przy OKE
w Warszawie, dopuszczajace do sprawdzania egzaminu maturalnego z chemii w sesji

wiosennej

14. Czlonkostwo w towarzystwach naukowych

Od 2014 roku jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Chemii Medyczne;.
15. Dzialalno$¢ organizacyjna

Od 2012 roku wchodz¢ w sktad osobowy Komisji Uczelnianego Egzaminu Wstepnego
z chemii i/lub biologii — jako przewodniczaca (2012, 2014, 2015, 2017) lub jako cztonek
(2016).
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16. Recenzje prac naukowych
Od maja 2010 wystepowatam w roli recenzenta:

48 prac oryginalnych zlozonych do publikacji w czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym: European Journal of Medicinal Chemistry (5), Bioorganic & Medicinal
Chemistry (3), Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters (4), Medicinal Chemistry Research
(14), Molecules (6), Medicinal Chemistry (1), Journal Of Enzyme Inhibition & Medicinal
Chemistry (1), Anticancer Agents in Medicinal Chemistry (2), Chemical Biology & Drug
Design (2), Letters in Drug Design & Discovery (2), Arabian Journal of Chemistry (1),
Crystals (1), Journal of Chemical Society of Pakistan (2), International Journal of Molecular
Sciences (1), Polish Journal of Microbiology (1), Bulgarian Chemical Communications (1),

International Journal of Infectious Diseases & Epidemiology (1).

« 4 prac przegladowych zlozonych do publikacji w czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym: Letters in Organic Chemistry (1), Medicinal Research Reviews (1), Mini

Reviews in Medicinal Chemistry (1), Infection and Drug Resistance (1).
17. Podsumowanie osiagni¢¢ naukowo-badawczych
Moj dorobek naukowy obejmuje:

« 33 prace oryginalne (25 po uzyskaniu stopnia doktora), w tym 27 w czasopismach
znajdujacych si¢ na liscie Journal Citation Reports (JCR). W 15 pracach bytam autorem

pierwszym lub korespondencyjnym.

* 4 prace przegladowe, z czego 2 zostaly opublikowane w czasopismach indeksowanych
w bazie Journal Citation Reports (JCR). W kazdej z nich bytlam autorem pierwszym

I korespondencyjnym.
« 35 streszczen z doniesien zaprezentowanych na konferencjach naukowych
» udziat w 2 projektach badawczych finansowanych przez WUM/ PNFBN

» sumaryczny wspétczynnik Impact Factor wedlug listy JCR zgodnie z rokiem
opublikowania: 55.775; taczna punktacja MNiSW: 664 pkt

« liczba wszystkich cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science™ Core Collection: 173
(204 wg bazy Scopus)
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« liczba cytowan (bez autocytowan) wedlug bazy Web of Science ™ Core Collection: 138

(154 wg bazy Scopus)
« index Hirscha (h-index) wedtug Web of Science™ Core Collection: 7 (8 wg bazy Scopus)
18. Dzialalno$¢ dydaktyczna i popularyzujaca nauke

a) Dziatalno$¢ dydaktyczna

* od 2014 prowadzenie zaj¢¢ ¢wiczeniowych i seminaryjnych z przedmiotu ,,Biochemia
z elementami chemii” dla studentéw Il roku | Wydziatu Lekarskiego i Wydziatu Lekarsko-

Dentystycznego

« w latach 2001 - 2013 prowadzenie zaj¢¢ ¢wiczeniowych, seminaryjnych i wyktadowych
z przedmiotu ,,Chemia medyczna” dla studentow | roku | Wydziatu Lekarskiego, Il Wydziatu
Lekarskiego oraz Wydziatu Lekarsko-Dentystycznego

« w latach 2003 - 2010 prowadzenie zaje¢ ¢wiczeniowych, seminaryjnych i wyktadowych
z przedmiotu ,,Chemia medyczna” w jezyku angielskim dla studentow I roku Oddziatu
English Division, a takze funkcja przedstawiciela Katedry i Zaktadu Chemii Medycznej na

posiedzeniach Rady Pedagogicznej

« w latach 2014-2017 pelnienie roli recenzenta 4 prac magisterskich, wykonanych

w Zaktadzie Chemii Organicznej Wydziatu Farmaceutycznego WUM

e od 05.2005 pelnienie obowigzkéw egzaminatora maturalnego z chemii (poziom
rozszerzony, od 2015 w ,nowej formule”), przy Okregowej Komisji Egzaminacyjnej
w Warszawie. Od 2016 zaangazowanie W dodatkowsa funkcje weryfikatora (egzaminatora

powtornego sprawdzania).

b) Dziatalno$¢ popularyzujaca nauke

* pehienie roli recenzenta serii komunikatow zjazdowych sesji “Basic and Preclinical
Sciences” w ramach Kongresu Naukowego Miodych Medykow (Warsaw International
Medical Congress for Young Scientists) w latach 2014, 2015, 2017, 2018

» od roku 2001 prowadzenie wyktadow z chemii na kursach przygotowawczych do egzaminu

maturalnego

Deltmia Prwma
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