Zalgcznik Nr 2

AUTOREFERAT

Omowienie cyklu publikacji pt.

SYNTEZA 1 AKTYWNOSC PRZECIWBAKTERYJNA
NOWYCH POCHODNYCH AZOTOWYCH ZWIz}ZK(')W
HETEROCYKLICZNYCH I ICH ANALOGOW

Wydzial Farmaceutyczny z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Katarzyna Gobis

Gdansk, 2013



Synteza i aktywnos$¢ przeciwbakteryjna nowych pochodnych azotowych zwigzkéw heterocyklicznych i ich analogéw

1. Imie i nazwisko: Katarzyna Gobis

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

W latach 1990-1995 studiowalam na Wydziale Chemicznym Politechniki
Gdanskiej, na kierunku Biotechnologia. W roku 1995 obronitam prac¢ magisterska pt.
wBadanie roli czynnikow struktury zwigzkow przeciwnowotworowych z grupy
pochodnych i analogow antrachinonu w generowaniu wolnych rodnikow tlenowych”,
ktorg przygotowatam w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii pod kierunkiem
dr inz. Jolanty Tarasiuk. W pazdzierniku tego samego roku rozpoczelam studia
doktoranckie na Wydziale Chemicznym PG, pod opicka prof. dr. inz. Edwarda
Borowskiego i dr inz. Jolanty Tarasiuk, ktoéra po uzyskaniu stopnia naukowego doktora
habilitowanego ostatecznie zostata promotorem mojej pracy doktorskiej. Rozprawe pt.
wBadania mechanizmow odpowiedzialnych za wysokq aktywnos¢ cytotoksyczng
benzoperymidyn i pirymidoakrydonow w stosunku do komorek nowotworowych
o opornosci wielolekowej zwiqzanej z nadekspresjq bialek transportujgcych ABC”
obronitam 4 pazdziernika 2000 r. uzyskujac stopien naukowy doktora nauk

chemicznych w zakresie chemii.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych

Po ukonczeniu studium doktoranckiego i uzyskaniu stopnia naukowego doktora
nauk chemicznych, 1.12.2000 r. zostatam zatrudniona w Katedrze i Zaktadzie Chemii
Organicznej Wydziatu Farmaceutycznego Akademii Medycznej w Gdansku (obecnie
Gdanski Uniwersytet Medyczny) na stanowisku adiunkta, gdzie pracuj¢ do chwili

obecnej.

4. Osiaggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach

i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

Przedmiotem  prezentowanych  osiaggnig¢  naukowych  byla  synteza,
charakterystyka i aktywno$¢ przeciwbakteryjna, zwlaszcza przeciwgruzlicza, nowych

pochodnych z grupy azotowych zwigzkow heterocyklicznych. Do badan wiaczone
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zostaty

takze pochodne kwasu benzoilokarbonohydrazonoditiowego niebgdace

zwigzkami heterocyklicznymi, lecz stanowigce grup¢ ich analogéw. Wyniki badan

opisane zostaly w postaci monotematycznego cyklu wymienionych ponizej prac,

opublikowanych w latach 2006-2013, o tacznym wspoétczynniku oddziatywania IF
17,466 i wartosci punktacji MNiSW 278.
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Wprowadzenie

Badania nad syntezg nowych pochodnych z grupy azotowych zwigzkéw
heterocyklicznych aktywnych wobec bakteryjnych szczepéw patogennych podj¢tam
w zwigzku z pojawieniem si¢ 1 narastaniem liczby zakazen opornych na stosowane
chemoterapeutyki’. Przyczyn tego zjawiska upatruje si¢ w niewlasciwie prowadzonej
diagnostyce i leczeniu oraz niekontrolowanym odstawieniu lekow przez pacjenta
po ustaniu objawow infekcji. Dziatania takic prowadzag do powstania zmutowanych
szczepow opornych na chemoterapeutyki?. Przykladem moga by¢ oporne na metycyling
szczepy Staphylococcus aureus (MRSA), oporne na wankomycyng szczepy z rodzaju
Enteroccocus (VRE)?, szczepy Legionella pneumophila oporne na fluorochinolony czy
erytromycyne”® oraz oporne na azole szczepy z rodzaju Candida®. Terapia infekcji przez
nie wywolanych jest dluzsza i wymaga zwykle zastosowania kombinacji rdéznych
lekéw, co zwicksza ryzyko wystgpienia nasilonych objawdéw ubocznych oraz zakazen
wtérnych®,

Szczegblnym przypadkiem choroby infekcyjnej jest gruzlica wywotywana przez
Mycobacterium tuberculosis. Zajmuje ona wiodace miejsce w raportach o zapadalnosci
oraz $miertelnosci populacji $wiatowej. W 1990 roku odnotowano >6 min nowych
zachorowan, a w 2007 liczba ta wzrosta do 9,2 mln’. Szacuje sie, ze w latach 2000-2020
ok. 1 mld os6b na $wiecie zostanie zakazonych, z czego 20% zachoruje na postaé
aktywna, za$ 4% umrze z jej powodug. Jako przyczyny globalnego zagrozenia pratkiem
wymienia si¢ wzrost liczby nowych szczepow wielolekoopornych MDR-TB (ang.
multidrug-resistant tuberculosis), wykazujacych oporno$¢ wobec przynajmniej dwoch
chemoterapeutykow pierwszego rzutu, izoniazydu i rifampicyny”®. Opornos¢
wielolekowa jest wynikiem stopniowego sumowania si¢ niezaleznych mutacji w genach
kodujacych miejsca docelowe dla poszczegélnych lekéw™. Szczegolnie groznym
zjawiskiem wydaje siec by¢ XDR-TB (ang. extensively drug-resistant tuberculosis),
ktorego prawdziwa skala nie jest znana. Definiuje si¢ je, jako opornos¢ na leki

pierwszego rzutu, rifampicynge i izoniazyd, przedstawiciela grupy chinolonéw

! R. Gomez-Lus, A. Clavel, J. Castillo, C. Seral, C. Rubio, Int. J. Antimicrob. Agents 2000, 16, 335-339.

2 R. E. Jsturiz, Int. J. Antimicrob. Agents 2010, 36, S19-S22.

3 L. B. Rice, Am. J. Infect. Control 2006, 34, S11-S19.

4 D. Jonas, I. Engels, D. Hartung, J. Beyesmann, U. Frank, F. D. Dascher, J. Antimicrob. Chemoth. 2002, 51, 275-280.

> M. H. Miceli, J. A. Diaz, S. A. Lee, Lancet Infect. Dis. 2011, 11, 142-151.

® C. Jernberg, S. Lofmark, C. Edlund, J. K. Jansson, Microbiology 2010, 156, 3216-3223.

" World Health Organization, Global Tuberculosis Report 2012; http://www.who.int/tb/publications/global_report/gtbri2_main.pdf

8 T. Burki, Lancet Infect. Dis. 2010, 10 297-298.

° T. Dalton, P. Cegielski, S. Akksilp, L. Asencios, J. C. Caoili, S. N. Cho, V. V. Erokhin, J. Ershova, M. T. Gler, B. Y. Kazennyy,
H, J, Kim, K. Kliiman, E. Kubatova, C. Kvasnhovsky, V. Leimane, M. Van der Walt, L.E. Via, G. V. Volchenkov, M. A. Yagui,
H. Kang, Lancet 2012, 380, 1406-1417.

05, Morris, G. H. Bai, P. Suffys, L. Portillo-Gomez, M. Fairchok, D. Rouse, J. Infect. Dis. 1995, 171, 954-960.
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i przynajmniej jednego z podawanych dozylnie lekow drugiego rzutu, kanamycyny,
kapreomycyny lub amikacyny™. Leczenie gruzlicy wielolekoopornej wymaga dtugiego
okresu, a wyleczenie uzyskuje si¢ jedynie u 52% chorych nowo wykrytych, a wéréd
chorych wcze$niej leczonych zaledwie u 29%12,

Oporne szczepy mikroorganizméw patogennych sa powaznym zagrozeniem
szczegodlnie dla pacjentdw z obnizong odpornos$cia, a zakazenia przez nie wywotane sg
najczestszym powiktaniem U 0so6b stosujacych leki immunosupresyjne oraz HIV-
pozytywnych. Gruzlica jest jednym z zakazen oportunistycznych u chorych na AIDS.
Obnizenie odpornosci zwigksza podatnos¢ zachorowan nawet do 50%. W 2007 roku
odnotowano ok. 1,3 min przypadkéw gruzlicy u chorych seropozytywnych, z czego
33% zakazonych zmarlo®,

Pojawienie si¢ szczepéw opornych stworzyto pilne zapotrzebowanie na bardziej
skuteczne i bezpieczne leki przeciwdrobnoustrojowe. Zwlaszcza, ze w przypadku
gruzlicy istnieje niewielka liczba skutecznych chemoterapeutykéw. Wsrod czotowych
lekéw wymieni¢ nalezy izoniazyd (INH)', pirazynamid (PZA)™, etionamid (ETA)'®
(Rysunek 1). Niestety, najbardziej skuteczne chemoterapeutyki, podobnie jak stosowane
antybiotyki, np. rifampicyna (RMP), wywotujg caly szereg powaznych efektow

ubocznych, jak hepatotoksycznos¢, neurotoksycznos¢, ostre zapalenie trzustki 1 reakcje

nadwrazliwoécit’*8,
O<_NH—-NH, o S«_NH,
N
® (J ™ (v
— = CH
N" N N 3
INH PZA ETA

Rysunek 1. Stuktury izoniazydu, pirazynamidu i etionamidu

™ World Health Organisation 2006, Press release: “WHO Global Task Force outlines measures to combat XDR-TB worldwide”;
http://www.who.int/mediacentre/news/notes/2006/np29/en/index.html

12 G.B. Migliori, M. D’Arcy Richardson, G. Sotgiu, C. Lange, Clin. Chest Med. 2009, 30, 637-665.

% J.B. Nachega, G. Maartens, Clinical aspects of tuberculosis in HIV-infected adults; Tuberculosis. A Comprehensive Clinical
Reference, Saunders-Elsevier 2009, pp. 524-531.

 Isoniazid, Tuberculosis 2008, 88, 112-116.

15 pyrazinamide, Tuberculosis 2008, 88, 141-144.

16 Ethionamide, Tuberculosis 2008, 88, 106-108.

¥ N.H. Chan-Tamkins, Clin. Dermatol. 1995, 13, 223-233.

® H. Izzedine, V. Launay-Vacher, T. Storme, G. Deray, Am. J. Gastroenterol. 2001, 96, 3208-3209.
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Istnieje kilka strategii poszukiwania nowych chemoterapeutykow™. Czesto
prowadzi si¢ badania wsrod zupetnie nowych grupy chemicznych, ktérych kierunek
dziatania zwigzany jest z nowymi celami molekularnymi. Ta metoda wymaga
uprzedniego doktadnego poznania nowego celu, z ktorym potencjalny chemoterapeutyk
ma oddziatywa¢. Inny sposob polega na strukturalnej modyfikacji znanych lekow
przeciwdrobnoustrojowych, tzw. struktur wiodacych, w celu zwigkszenia ich
powinowactwa do celu molekularnego i rozszerzenia spektrum substratowego®. W tym
przypadku w jednej czasteczce sa ze soba taczone rdézne aktywne fragmenty
strukturalne, z ktorych kazdy oddzialuje w sposob niezalezny z odpowiednim celem
molekularnym®. W ten sposéb mozna uzyskaé¢ podwodjne lub nawet synergistyczne
dziatanie leku. Stwarza to szanse¢ na przezwyci¢zenie Obecnie istniejacej Opornosci
i zahamowanie zjawiska powstawania nowych szczepéw opornych?.

W grupie pochodnych pirazyny znaleziono szereg substancji o aktywnosci
przeciwbakteryjnej. Mozna tu wymieni¢ substancje pochodzenia naturalnego, jak kwas
aspergilowy i hydroksyaspergilowy izolowane z kultur Aspergillus flavus®, czy

emimycyna (pirazynol) ze Streptomyces griseochromogenes® (Rysunek 2).

N CH, N CH, N_ _OH
) (LT ()
| m3 %N CH,4 N7

H5;C ITI o] H;C | O A
CH3 OH H3C OH OH o
kwas aspergilowy kwas hydroksyaspergilowy emimycyna

Rysunek 2. Struktury naturalnych pochodnych pirazyny aktywnych przeciwbakteryjnie

Otrzymano takze catg grupe substancji syntetycznych o aktywnosci
przeciwbakteryjnej, zawierajacych ~ azotowe  szeS$ciocztonowe  pier§cienie
heterocykliczne pirydyny, np. heterocykliczne pochodne lizenolidu®® oraz pochodne 3-

cyjanopirydyny®® (Rysunek 3). Wartosci MIC uzyskane dla tych zwiazkéw wobec

9 C. G. Wermuth, Chapter 6-Strategies in the Search of New Lead Compounds or Original Working Hypotheses, The Practice of
Medicinal Chemistry 2008, Third Edition, Elsevier, pp. 123, 125-143.

20Y.-T. Tan, D. J. Tillett, J. A. McKay, Mol. Med. Today 2000, 6, 309-314.

2], B. Bremner, J. I. Ambrus, S. Samorsorn, Curr. Med. Chem. 2007, 14, 1459-1477.

22 C. Hubschwerlen, J. L. Specklin, C. Sigwalt, S. Schroeder, H. H. Locker, Bioorg. Med. Chem. 2003, 11, 2313-2319.

2 E. White, H. Hill, J. Bacteriol. 1943, 45, 433-443.

M. Tarao, K. Kurasawa, N. Tanaka, H. Yonehara, H. Umezawa, J. Antibiot. Ser. A 1960, 13, 401-405.

%Y. W. Jo, W. B. Im, J. K. Rhee, M. J. Shim, W. B. Kim, E. C. Choi, Bioorg. Med. Chem. 2004, 12, 5909-5915.

% A, A.-M. Abdel-Aziz, H. . EI-Subbagh, T. Kunieda, Bioorg. Med. Chem. 2005, 13, 4929-4935,
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niektorych opornych szczepow patogennych wyniosty odpowiednio 0,2-3,13 pg/ml
1 3,2-7,0 ug/ml.

(@)
’H/N\ - N>\\O
N\N \ N/ \)\/NHTCHS
\
CH, F

0]

A

Rysunek 3. Struktury syntetycznych pochodnych pirydyny aktywnych przeciwbakteryjnie:
A — pochodna linezolidu, B — pochodna cyjanopirydyny

Poszukujac aktywnych przeciwbakteryjnie sulfonamidéow kolejnych generacji
zwrocono rowniez uwage w Kierunku zwiazkow heterocyklicznych. Otrzymano m.in.

stosowane klinicznie sulfonamidowe pochodne pirymidyny, sulfamerazyne i sulfa-

metazyne (Rysunek 4)%'.
CH3 CH3
N/ N= ) N—=
H,N S=NH—( p H,N S=NH—( p
N N
CHj;
sulfamerazyna sulfametazyna

Rysunek 4. Struktury sulfamerazyny i sulfametazyny

Stosowane leki przeciwgruzlicze, INH, PZA, ETA, takze posiadaja w swojej
strukturze heterocykliczne pierscienie pirydyny 1 pirazyny. Z tego powodu wtasnie w tej
grupie poszukuje si¢ potencjalnych lekéw przeciwbakteryjnych, w tym rowniez
przeciwgruzliczych.

Komisja Europejska w 2011 r. przedstawita plan przeciwdziatania wzrastajagcemu
zagrozeniu opornoscig na $rodki przeciwdrobnoustrojowe. Plan ten zawiera 12 dziatan
na rzecz wdrazania w krajach cztonkowskich UE i identyfikuje 7 obszaréw, w ktérych

naktady finansowe sa najbardziej konieczne. Jednym z takich obszaréw jest

27Y. L. Hong, P. A. Hossler, D. H. Calhoun, Antimicrob. Agents Chemother. 1995, 39,1756-1763.
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opracowanie nowych skutecznych $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych lub alternatyw

dla terapii przeciwdrobnoustrojowe;j?.

Cel badan

Podstawowym celem moich badan, przedstawionych w 13 publikacjach [1-13],
byta synteza nowych pochodnych z grupy azotowych zwigzkow heterocyklicznych:
pirydyny, pirazyny, pirymidyny, chinoliny i benzimidazolu, o potencjalnej aktywnosci
przeciwbakteryjnej, szczegodlnie przeciwgruzliczej. Syntezy zaplanowalam w  taki
sposob, aby wsrdd otrzymanych zwiazkéw znalazty si¢ pochodne zawierajace w swojej
strukturze ~ wymienione uklady heterocykliczne potaczone z  fragmentami
strukturalnymi, ktorych aktywno$¢ zostala wczes$niej dowiedziona. Kolejnym celem
bylo przeprowadzenie dla substancji aktywnych analizy zaleznoSci struktura —
aktywno$¢ oraz poznanie elementéw ich struktury odpowiedzialnych za dziatanie

wobec bakterii patogennych. Badaniami objetam:

zwigzki heterocykliczne otrzymane z hydrazydéw i metylohydrazydéw kwasow
heteroarylokarboksylowych, w tym 1,3,4-oksadiazole, 1,3,4-tiadiazole, 1,2,4-
triazole, triazolo[3,4-b][1,3]tiazyny oraz 5,6,7,8-tetrahydro[1,2,4]triazolo[4,3-
a]pirymidyny [1-4], pochodne kwasu heteroaroilohydrazynokarboditiowego
i heteroaroilokarbonohydrazonoditiowego oraz kwasu benzoilohydrazyno-
karboditiowego i benzoilokarbonohydrazonoditiowego [1-6],

zwigzki heterocykliczne otrzymane z karbonitryli, w tym amidoksymy
oraz syntetyzowane z nich oksymy i 1,2,4-oksadiazole [7,8], a takze iminoestry
oraz pochodne amidynowe i sulfonamidynowe [9-12],

benzimidazole i ich analogi (naftoimidazol, imidazopirydyna, imidazofenazyna)

otrzymywane z 1,2-diamin aromatycznych i hetroaromatycznych [13].

Zwigzkami wyj$ciowymi do przeprowadzonych przeze mnie syntez I etapu badan
byty heterocykliczne karbohydrazydy i metylokarbohydrazydy. Zwiazki te otrzymatam
z estrow metylowych odpowiednich kwaséw karboksylowych w wyniku typowych

29,30

reakcji opisanych w pismiennictwie chemicznym Jako zwigzki wyjsciowe

wybratam kwas pikolinowy, nikotynowy, izonikotynowy, pirazyno-2-karboksylowy,

%8 European Commission; http://ec.europa.eu/health/antimicrobial_resistance/policy/index_en.htm
% H. Foks, J. Sawlewicz, Acta Polon. Pharm, 1964, 21, 429-436.
% D, Pancechowska-Ksepko, H. Foks, M. Janowiec, Z. Zwolska-Kwiek, Acta Polon. Pharm. 1988, 45, 193-200.
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pirymidyno-2-karboksylowy, chinolino-2-karboksylowy, a takze 1-tlenek 3-
karboksypirydyny, 1-tlenek 4-karboksypirydyny, 1-tlenek 3-karboksypirazyny oraz 6-
chloropirazyno-2-karbonitryl. Taki wybor substratow mial zapewni¢ zréznicowanie
strukturalne produktow i w perspektywie umozliwi¢ analize zaleznosci struktura —
aktywnos¢.

Odpowiednie S-estry, heteroaroilohydrazynokarboditiany metylu (Rysunek 5,
struktura A), otrzymatam w wyniku dziatania disiarczkiem wegla i siarczanem dimetylu
w roztworze wodno - etanolowym wodorotlenku potasu (dla hydrazydow)
‘lub w etanolowym roztworze trietyloaminy (TEA) (dla metylohydrazydow) [1,4].
Reakcje prowadzitam w temperaturze pokojowej. Uzycie dwukrotnego nadmiaru jodku
metylu jako czynnika metylujacego prowadzito natomiast do otrzymania S,S'-diestrow,
odpowiednich heteroaroilokarbonohydrazonoditianow dimetylu (Rysunek 5, struktura
B) [3,4]. Zastosowanie w miejsce czynnika metylujacego réwnomolowej ilosci
dwufunkcyjnego $rodka alkilujacego, np. 1,2-dibromoetanu, prowadzito do otrzymania
odpowiedniego S,S'-diestru cyklicznego, 1,3-ditiolanu [4]. Natomiast ogrzewanie
substratow W temperaturze wrzenia z disiarczkiem wegla w $srodowisku alkalicznym
bez czynnika metylujacego prowadzito do cyklizacji z utworzeniem odpowiednich
1,3,4-oksadiazolo-2(3H)-tionow (Rysunek 5, struktura C) [2,4].

O R o SMe
N _sMe N
HAr™ “NH™ 1 HAr” “NH SMe

S
A B
R =H, Me
,H(Me)

-
HAr/QO)*s == HAr/QO)\SH

C

Rysunek 5. Struktury otrzymanych pochodnych: A - heteroaroilohydrazynokarboditianéw metylu,
B - heteroaroilokarbonohydrazonoditianow dimetylu, C - 1,3,4-oksadiazolo-2(3H)-tionow

W widmie 'H NMR dla pochodnej 6-metoksypirazynowej zaobserwowatam

podwojone sygnaty odpowiadajace protonom uktadu pirazynowego. To spostrzezenie
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dowodzi obecnosci dwoch odmian tautomerycznych tego zwigzku, tionowej i tiolowej
[4].

Zastosowanie srodowiska st¢zonego kwasu siarkowego prowadzito do cyklizacji
S-estrow metylu do odpowiednich 2-metylotio-1,3,4-tiadiazoli (Rysunek 6) [2].
Zbadatam rowniez reaktywnos$¢ otrzymanych S-estrow metylu wobec amin o roznej
budowie. W wyniku ogrzewania z morfoling lub N-aminomorfoling w pirydynie
zwigzki cyklizowaty do 1,3,4-oksadiazolo-2(3H)-tionow, a nie produktow podstawienia
jak oczekiwatam. Jedynie substraty z uktadem N-tlenku pirydyny i N-tlenku pirazyny
ulegly jednoczesénie podstawieniu i cyklizacji dajac jako produkty 2-morfolino-1,3,4-
oksadiazole [2,4]. Otrzymane 1,3,4-oksadiazolo-2(3H)-tiony nast¢pnie poddatam
metylowaniu jodkiem metylu w wodno — etanolowym roztworze wodorotlenku potasu

do odpowiednich 2-metylosulfidow [2].

N—N

\
HAr/« )\R

X
X=0,8
R = tiometyl, morfolina

Rysunek 6. Struktury otrzymanych pochodnych: 1,3,4-tiadiazoli, 1,3,4-oksadiazoli

S-estry metylowe poddawatam takze dziataniu N-aminopiperydyny w bezwodnej
pirydynie przeksztalcajac je w odpowiednie piperydynohydrazynokarbotioamidy
0 strukturze tiosemikarbazydowej (Rysunek 7, struktura A). Reakcje przebiegajace
z wydzielaniem merkaptanu metylowego charakteryzowaty si¢ niska i umiarkowana
wydajnosécig  (9-45%). Pozostale pochodne tiosemikarbazydowe otrzymatam
w bezposredniej reakcji hydrazydéw z odpowiednimi izotiocyjanianami: metylu, allilu,
cykloheksylu i 4-chlorofenylu. Reakcje prowadzitam w oboj¢tnych rozpuszczalnikach
jak dioksan czy dimetyloformamid. Ogrzewanie pochodnych tiosemikarbazydowych
w stabo zasadowym roztworze 10% weglanu potasu lub w 10% roztworze
wodorotlenku sodu prowadzito do cyklizacji i powstania odpowiednich 1,2,4-triazolo-
5(4H)-tionow (Rysunek 7, struktura B) [1]. Syntezy te pozwolily mi otrzyma¢ nowa
klas¢ 1,2,4-triazolo-5(4H)-tionéw posiadajacych podstawnik cykloalkiloaminowy

w pozycji N-4, ktorych metode otrzymywania juz wezeéniej opublikowatam®,

% K. Gobis, H. Foks, J. Francuz, Z. Zwolska, E. Augustynowicz-Kopeé, Phosphorus, Sulfur, and Silicon 2006, 181, 977-986.

11



Synteza i aktywnos$¢ przeciwbakteryjna nowych pochodnych azotowych zwigzkéw heterocyklicznych i ich analogéw

4-Cykloalkiloamino-1,2,4-triazolo-5(4H)-tiony otrzymatam takze na drodze
cyklizacji  wyjsciowych karbohydrazydow z N-amino-podstawionymi estrami
metylowymi kwasoéw karbamoditiowych w obecnosci réwnomolowych ilosci DBU
(1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en) w  bezwodnej pirydynie. Whbrew moim
oczekiwaniom wydajnos¢ tych reakcji byla nizsza (42-45%) niz reakcji cyklizacji
odpowiednich tiosemikarbazydow (69-75%). Cyklizacje prowadzitam takze w innego
rodzaju s$rodowisku zasadowym, mieszaninie wodnego roztworu weglanu potasu
i dioksanu. Réwniez w tym przypadku wydajno$¢ reakcji byta umiarkowana. Brak

srodowiska zasadowego prowadzit do struktur tiosemikarbazydowych [1].

)OJ\ I? . N/H(Me)
N NH
-~ N /
HAIZ PNHT Y7 R Har L A=s
S l
R
A B
R =H, Me R = alkil, cykloalkil, aryl, hydroksyalkil, amina,
R' = alkil, cykloalkil, aryl, piperydyna imina, cykloalkiloamina, alkilocykloalkiloamina

Rysunek 7. Struktury otrzymanych pochodnych: A — tiosemikarbazydéw, B — 1,2,4-triazolo-5(4H)-tionéw

Otrzymatam takze 1,2,4-triazolo-5(4H)-tiony podstawione pierwszorzedowa
grupg aminowg lub grupa metyloaminowa w polozeniu N-4. Reakcje te polegaly
na ogrzewaniu we wrzeniu odpowiednich S-estrow metylowych z hydrazyna
lub metylohydrazyna. Dla pochodnej pirymidynowej przeprowadzilam reakcje
bezposrednig, w ktorej na karbohydrazyd dziatatam disiarczkiem wegla 1 wodzianem
hydrazyny w wodno — etanolowym roztworze TEA. Wydajnos¢ tej reakcji byta nieco
wyzsza (53%) niz reakcji pomiedzy odpowiednimi S-estrami a hydrazynami (16-44%).
4-Amino-1,2,4-triazolo-5(4H)-tiony poddatam kondensacji z 4-chlorobenzaldehydem
i 5-nitrotiofeno-2-karboksyaldehydem, a jeden z 4-metyloamino-1,2,4-triazolo-5(4H)-
tionow reakcji z izotiocyjanianem allilu otrzymujac odpowiednio hydrazony i pochodng
hydrazonokarbotioamidowa [1].

Nastgpnie zsyntetyzowatam szereg 1,2,4-triazolo-5(4H)-tionéw podstawionych
w potozeniu N-4 grupami alkilohydroksylowymi lub alkilocykloalkiloaminowymi.
W tym celu poddatam odpowiednie heteroaroilohydrazonokarboditiany metylu reakcji

z aminoalkoholami (2-aminoetanolem, 3-aminopropan-1-olem, 1-aminopropan-2-olem,
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3-aminopropan-1,2-diolem) oraz 2-cykloalkilaminoalkiloaminami (2-(pirolidyn-1-ylo)-
etanoaming, 2-morfolinoetanoaming, 2-(piperydyn-1-ylo)etanoaming) [2,4]. W przy-
padku pochodnej N-tlenku pirazyny tylko reakcja z 2-aminoetanolem przebicgta
w spodziewanym kierunku. Pozostate reakcje prowadzone w podobnych warunkach
przebiegaty z hydrolitycznym rozpadem wigzania amidowego, a produktem byt 1-
tlenek 3-karboksypirazyny. 4-Hydroksyalkilo-1,2,4-triazolo-5(4H)-tiony cyklizowatam
nastepnie w stezonym kwasie solnym do odpowiednich 1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3]tiazyn
(Rysunek 8) [2].

N—N

/N
HAr/4 )\S

N

Rysunek 8. Struktura otrzymanych 1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3]tiazyn

1,2,4-Triazolo-5(4H)-tiony posiadajace w potozeniu C-3 podstawnik 2-pirydy-
lowy w reakcjach alkilowania przeprowadzitam w odpowiednie sulfidy przy pomocy
jodku metylu, 1-(2-chloroetylo)pirolidyny oraz chlorowodorku 4-(2-chloroetylo)mor-
foliny w wodnym roztworze wodorotlenku sodu. Nastepnie nadmiarem 30% roztworu
nadtlenku wodoru i kwasu octowego metylosulfidy ulegaty utlenianiu do odpowiednich
metylosulfotlenkow [1].

Heteroaroilokarbonohydrazonoditiany dimetylu w reakcji z aminami, jak
dimetyloamina, morfolina i N-aminopiperydyna cyklizowaty do 1,3,4-oksadiazoli
z réznymi podstawnikami w potozeniu C-2. W reakcji z morfoling otrzymatam
pochodng z podstawnikiem morfolinowym, natomiast z N-aminopiperydyna
2-metylotio pochodne [3,4]. Podobny kierunek reakcji obserwowalam ogrzewajac
substrat we wrzgcej pirydynie. W widmach IR tych produktéow stwierdzitam zanik
pasma w zakresie 1640-1680 cm™, odpowiadajacego drganiom rozciagajacym grupy
karbonylowej. Zaobserwowalam rowniez brak sygnatéw dla protonow N-
aminopiperydyny w widmach *H NMR. Obecny w nich byt natomiast singlet 3H przy
2,80 ppm, odpowiadajacy grupie tiometylowe;.

Ditiany dimetylu poddatam takze reakcjom z diaminami: 1,2-diaminoetanem, 1,3-
diaminopropanem, 1,3-diamino-2,2-dimetylopropanem i 1,3-diaminopropan-2-olem.
Zauwazytam, ze struktura produktow w tym przypadku zalezata od rodzaju substratow

i rozpuszczalnika. Krotkie (1 godz.) ogrzewanie w temperaturze wrzenia wobec
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dwukrotnego nadmiaru diaminy w etanolu lub dioksanie prowadzito do pochodnych
1,3-diazacykloalkilo-2-ylidenowych  (Rysunek 9, struktura A). Zastosowanie
w przypadku pochodnej 6-metoksypirazynowej 1,3-diamino-2,2-dimetylopropanu
w diglimie (eterze di(2-metoksyetylowym)) spowodowato cyklizacje substratu do 2-
metylotio-1,3,4-oksadiazolu. Dtuzsze (6 godz.) ogrzewanie substratow we Wrzeniu
z dwukrotnym nadmiarem diaminy w $rodowisku wodnym w pierwszym etapie
prowadzito réwniez do pochodnych 1,3-diazacykloalkilo-2-ylidenowych, ktore
nastepnie cyklizowaty do struktur bicyklicznych 5,6,7-tetrahydro[1,2,4]triazolo[4,3-
a]pirymidyn (Rysunek 9, struktura B) [3,4]. Taki przebieg reakcji obserwowatam
dla prawie wszystkich diamin.

H
(0] \N R N—N
N= I\ H
HAr)J\NH/ _<N_ HAr/QN)\N’
H’ \\ 1
A B

Rysunek 9. Struktura otrzymanych zwigzkéow.: A — pochodnych 1,3-diazacykloalkilo-2-ylidenowych,
B - 5,6,7-tetrahydro[1,2,4]triazolo[4,3-a] pirymidyn

Otrzymane substancje przebadano pod katem aktywnos$ci przeciwgruzliczej
w Zaktadzie Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i Chorob Pluc w Warszawie. Wszystkie
badania w kierunku aktywnosci tuberkulostatycznej dla zwigzkéw objetych tym
opracowaniem wykonal ten sam Zespot badawczy. Oceniana byta aktywno$é
tuberkulostatyczna pochodnych wobec szczepu standardowego Hs;Rv M. tuberculosis
1 dwoch szczepow ,,dzikich” izolowanych od pacjentéw chorych na gruzlice, szczepu
Spec. 210, opornego na kwas p-aminosalicylowy (PAS), izoniazyd (INH), etambutol
(ETB) i rifampicyn¢ (RMP) oraz szczepu Spec. 192, w peni wrazliwego na stosowane
leki. Wyznaczone minimalne st¢zenia hamujace wzrost szczepow (MIC) dla wigkszo$ci
przebadanych zwigzkéw miescity sie w zakresie 50-100 pg/ml, co wskazuje na staba
aktywno$¢ tuberkulostatyczng. Wyzszg aktywno$¢ w badanej grupie miaty pojedyncze
zwigzki. Znalazly si¢ wérod nich pochodne N-tlenku pirydyny i N-tlenku pirazyny.
Przyktadem moze by¢ 1,3,4-oksadiazolo-2(3H)-tion z pierscieniem N-tlenku pirydyny
w potozeniu C-5 czy 1,3,4-oksadiazole podstawione przy C-5 uktadem N-tlenku
pirydyny lub N-tlenku pirazyny, a przy C-2 morfoling [2,3]. Wyznaczone dla tych

zwigzkéw wartoSci MIC miescity si¢ w granicach 12,5-25 ug/ml wobec szczepu
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wrazliwego (Spec. 192), 12,5-50 pg/ml wobec szczepu standardowego (Hs7Rv) i 25-50
png/ml wobec szczepu opornego (Spec. 210). Podobne wartosci MIC zostaly uzyskane
dla S-estru metylowego i S,S'-diestru dimetylowego, bedacych pochodnymi N-tlenku
pirazyny lub N-tlenku pirydyny [1,3], a takze 1,2,4-triazolo-5(4H)-tionéw
z podstawnikami hydroksyalkilowymi w potozeniu N-4 [2]. Niektore zwiazki, jak 1-
tlenek 3-(2-(tetrahydropirymidyn-2(1H)-ylideno)hydrazonokarbonylo)pirazyny, bedacy
pochodng heksahydropirymidyny, wykazaly wyzsza aktywno$¢ wobec szczepu
opornego niz wobec wrazliwego [3]. Zjawisko to jest najprawdopodobniej
spowodowane zmianami strukturalnymi 1 funkcjonalnymi, jakie wystgpuja
w komorkach opornych i sg zwigzane z ekspresja tej cechy drobnoustrojow. Jezeli
substancja czynna oddziatuje w komorce pratka z celem molekularnym, ktéry ulega
nadekspresji w komorce opornej, to jej powinowactwo do takiej komodrki bedzie
wigksze niz do komorki wrazliwej, O wydaje si¢ niezwykle korzystne dla powodzenia
terapii, zwlaszcza wobec narastajgcego problemu opornosci.

Pochodne 6-metoksypirazynowe przebadane zostaly takze w kierunku aktywnosci
przeciwbakteryjnej wobec 25 szczepdw bakterii beztlenowych 1 25 szczepdw bakterii
tlenowych izolowanych z jamy ustnej, uktadu oddechowego i jamy brzusznej oraz 12
SZCZEPOW standartowychSz. Interesujacy jest fakt, ze badane zwiazki wykazaty wyzsza
aktywnos¢ wobec bakterii beztlenowych niz bakterii tlenowych. Wszystkie pochodne
aktywne wobec anaerobow byly bardziej aktywne wobec szczepow bakterii Gram+.
Bakterie tlenowe wykazaly wrazliwo$¢ na imidazolin-2-ylidenocarbohydrazyd kwasu 6-
metoksypirazynokarboksylowego w stezeniu 6,2-25 pg/ml (20% szczepoéw). W tym
samym zakresie stezen aktywne byty takze 1,3,4-triazolo-5(4H)-tion z podstawnikiem
etylenohydroksylowym przy N-4 oraz 2-morfolino-1,3,4-oksadiazol (16% szczepow).
Pochodna imidazolin-2-ylidenohydrazydowa wykazata takze aktywnos¢ wobec
szczepOw bakterii tlenowych w stezeniu 25 pg/ml (4% szczepow). Wszystkie sposrod
przebadanych zwigzkow wykazaly bardzo stabg aktywnos¢ wobec szczepow
standardowych (MIC >200 pg/ml) [4].

Otrzymane wyniki aktywnosci dla S-estru metylowego i S,S'-diestru
dimetylowego, pochodnych N-tlenku pirazyny i N-tlenku pirydyny, ktoére wyrdznity je
w przebadanej grupie zwigzkow [1,3], sklonily mnie do podjecia syntezy

benzoilokarbonohydrazonoditianéw dimetylu z réznymi podstawnikami przy

* Badania aktywnosci przeciwbakteryjnej przeprowadzono w Zakladzie Mikrobiologii Jamy Ustnej Akademii Medycznej
w Gdansku (obecnie Gdanski Uniwersytet Medyczny).
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pierScieniu  benzenowym (Rysunek 10). Wsréd otrzymanych S,S'-diestrow
dimetylowych znalazty si¢ pochodne zawierajace atomy chloru Iub grupe nitrowa
w potozeniu 2 lub 4, dwa atomy chloru w potozeniach 2,4 lub 3,4, grup¢ hydroksylowa
w potozeniu 2, 3 lub 4, grupe metoksylowg w potozeniu 4, trzy grupy metoksylowe
w potozeniach 3.4,5. Otrzymatam takze pochodng fenylooctowa z podstawnikami

metoksylowymi w potozeniach 3.,4,5 pierscienia benzenowego oraz pochodna pirazyny

[5].

O]

SMe
RJ\NH—N:(
SMe

R = aryl, alkiloaryl, pirazyna

Rysunek 10. Struktura otrzymanych benzoilokarbonohydrazonoditianéw dimetylu

Wyjsciowe karbohydrazydy poddatam w temperaturze pokojowej reakcji z CS,
i dwukrotnym nadmiarem jodku metylu w srodowisku wodorotlenku potasu lub TEA,
stosujac dwukrotny nadmiar molowy zasady. W widmach *H NMR, wykonanych dla
otrzymanych zwigzkow, zaobserwowalam nierOwnocenno$¢ magnetyczng grup
tiometylowych, spowodowang zapewne zahamowaniem rotacji wokdél wigzania
podwojnego i oddzialywaniem tych grup z innymi elementami czasteczki, np. atomem
chloru lub grupa nitrowa w potozeniu 2. Dla niektorych pochodnych, np. 2,4-
dichlorobenzoilokarbonohydrazonoditianu  dimetylu, grupy te dawaly sygnaty
w postaci dwoch lekko rozsunietych singletéw przy ok. 2,50 ppm. Podobnie byto
w przypadku widm **C NMR, sygnaty odpowiadajace weglom grup tiometylowych
byly rozsunigte o ok. 0,40 ppm $wiadczac o nierdéwnocenno$ci magnetycznej tych
atomow [5].

Opisane oddzialywanie zostalo dobrze zilustrowane w strukturze monokrysztatu
pochodnych 2-nitro i 4-nitro®®. Zmierzone dlugosci wiazan C-N i N-N wskazuja
na podwdjny charakter tych wigzan i ttumacza zahamowanie rotacji, a co za tym idzie,
rézny rozktad gestosci elektronowej wokot obu grup tiometylowych. Brak
podstawnikow przy pierscieniu lub wprowadzenie podstawnikow wywierajacych

stabszy ujemny efekt indukcyjny (OH, OCHs) nie powoduje tego efektu, a protony grup

* Badania krystalograficzne wykonane zostaty w Instytucie Chemii Ogolnej i Ekologicznej Politechniki £.odzkiej.
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tiometylowych takich pochodnych wystepuja w widmie *H NMR w postaci wspdlnego
singletu o integracji 6H [5].

Otrzymane pochodne zostaly przebadane w  kierunku aktywnosci
tuberkulostatycznej. Najwyzszg aktywno$¢ przeciwgruzlicza wykazata pochodna
posiadajaca grup¢ nitrowa w polozeniu 4 pierScienia benzenowego z MIC 3,1 pg/ml
wobec szczepu Hs7Rv i Spec. 192. Jej aktywnos$¢ wobec szczepu opornego Spec. 210
byta nizsza (25 pg/ml). Pochodna posiadajagca dwa atomy chloru w pozycjach 2,4
wykazala najwyzsza aktywno$¢ wobec szczepu opornego z wartoscia MIC 12,5 pg/ml.
Zwigzek ten byt rowniez bardzo aktywny wobec szczepéw HszzRv i Spec. 192 (MIC 6,2
1 3,1 pg/ml). Podobng aktywnos¢ wykazal zwigzek z grupa hydroksylowa w potozeniu
4. Hamowat on wzrost szczepéw w stezeniach 3,1 pg/ml (Hs7Rv), 6,2 pg/ml (Spec.
192) 1 25 pg/ml (Spec. 210). Pozostate pochodne wykazaly umiarkowang aktywno$¢
z wartosciami MIC w zakresie 6,2-25 pg/ml [5]. Pochodne posiadajace podstawniki
metoksylowe oraz pochodna z niepodstawionym pierscieniem benzenowym wykazaty
aktywnos$¢ na poziomie MIC w zakresie 25-50 pg/ml wobec wszystkich badanych
szczepow M. tuberculosis. Wszystkie zwiazki wykazaty aktywno$¢ nizsza niz INH
I RMP (0,5-1,1 pg/ml i 1,2-2,5 pg/ml), ale porownywalng z wilasciwg dla ETA
(2-5 pg/ml) i wyzsza niz uzyskana dla PZA (25-400 pg/ml), stosowanego powszechnie
jako chemoterapeutyk drugiego rzutu.

Na podstawie powyzszych wynikdw wywnioskowatam, zZe podstawniki
elektroujemne, jak grupa nitrowa, atom chloru, grupa hydroksylowa, w pozycji 4
sprzyjaja zwickszeniu aktywnosci tuberkulostatycznej, podczas gdy pochodne
z podstawnikami w potozeniu 2 wykazuja aktywno$¢ umiarkowang i niska. Znamienny
jest fakt, ze pochodna posiadajaca grupg¢ nitrowa w potozeniu 2 posiada warunki
strukturalne  umozliwiajagce  tworzenie dodatkowego wigzania ~wodorowego
1 powigkszenie planarnego fragmentu czasteczki, co powinno sprzyja¢ zwigkszeniu
aktywnosci przeciwgruzliczej**. Tymczasem zwiazek ten wykazal relatywnie staba
aktywno$¢ tuberkulosatyczng. Natomiast pochodna z grupa nitrowg w potozeniu 4,
ktéra nie ma mozliwosci zwigkszenia swojej planarnosci, wykazata aktywno$¢
najwyzszg. Otrzymane wyniki mniej zaskakujg, kiedy spojrzy si¢ na strukture

pochodnych z punktu widzenia bioizosterii. Fragment nitrofenylowy jest nieklasycznym

% M. L. Gléwka, D. Martynowski, A. Olczak, C. Orlewska, H. Foks, J. Bojarska, M. Szczesio, J. Gotka, J. Chem. Cryst. 2005, 35,
477-480.
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bioizosterem ugrupowania pirydylowego®, wicc mozna spodziewaé sic podobnego
dziatania biologicznego pochodnej 4-nitro i izoniazydu, jako konsekwencji analogii
strukturalnej obu zwigzkow.

Poszerzone badania aktywnos$ci tuberkulostatycznej wobec innych szczepow
M. tuberculosis, np. An5, Wells, Kirchberg, Kansasii, wykazaty, ze zwiazki sg aktywne
jedynie wobec niektorych szczepéw. Pochodne 3,4-dichloro, 4-nitro i 4-hydroksy
wykazaty najwyzszg aktywnos$¢ (MIC 6,2-25 ug/ml).

Trzy najbardziej aktywne zwiazki z tej grupy zostaly przebadane pod katem
aktywnosci cytotoksycznej wobec linii komdorkowych nowotworow ludzkich: Iudzkiego
niedrobnokomoérkowego raka pluc A549 i ludzkiego raka okreznicy HCT116%°.
Uzyskane dla badanych pochodnych wartosci ICsp (zahamowanie wzrostu komorek
w 50%) byly od 3 do 10 razy wyzsze niz warto$ci MIC dla odpowiednich pochodnych
1 wyniosty 30-100 uM. Nalezy zatem wnioskowaé, ze aktywno$¢ tuberkulostatyczna
tych zwiazkow nie jest zwigzana z aktywnos$cia cytotoksycznag [5].

W zwigzku z wysoka aktywnoscia tuberkulostatyczng 4-nitrobenzoilokarbonohy-
drazonoditianu dimetylu podjetam decyzje o poszerzeniu grupy jego pochodnych
o zwigzki modyfikowane w uktadzie hydrazydowym i w grupie ditianowej (Rysunek

11) [6].

o) 0
SR' S
N—N N—N=(_ (CH,),
| SR" | S—/
O,N R O,N R
A B
0
S
NH-NH—4{
SR’
O,N
C
R =H, Me

R', R" = Me, i-Pr, n-Bu, n-C4gH»4, Bzl

Rysunek 11. Struktury otrzymanych pochodnych kwasu 2-(4-nitrobenzoilo)hydrazyno-karboditiowego:
A, B — S,S-diestrow, C — S-estrow

% N. Bodor, Ann. NY. Acad. Sci. 1987, 507, 289-306.
% Badania aktywnosci cytotoksycznej przeprowadzono w Katedrze Technologii Lekow i Biochemii Politechniki Gdanskiej.
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Modyfikacje w ukladzie hydrazydowym miaty na celu uniemozliwienie
ewentualnego tworzenia wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego pomigdzy
protonami tego uktadu a elektroujemnym podstawnikiem pier§cienia benzenowego.
Modyfikujac grupe ditianowa chciatam sprawdzi¢, jaki wptyw na aktywno$¢ zwiazkow
bedzie miato wydluzenie podstawnikow alkilowych, ewentualnie zamknigcie tego
fragmentu w uktad cykliczny.

Wyijsciowy 4-nitrobenzhydrazyd oraz N-metylo-4-nitrobenzhydrazyd
przeprowadzitam w odpowiednie S,S'-diestry symetryczne dziataniem CS,
I dwukrotnego nadmiaru odpowiedniego haloidku (jodku metylu, jodku izopropylu,
jodku n-butylu, chlorku benzylu i jodku n-decylu) lub réwnomolowej ilosci dihalidku
(1,2-dibromoetanu, 1,3-dibromopropanu) w metanolowym roztworze TEA. Stosowatam
dwukrotny nadmiar TEA w stosunku do wyjsciowego hydrazydu. Reakcje przebiegaty
korzystnie w temperaturze pokojowej i pozadane produkty uzyskiwatam z dobra
wydajnoscig (50-96%). Oddziatywanie 4-nitrobenzohydrazydu z jodkiem izopropylu
nie prowadzito do powstania planowanego S,S'-diestru. Swiadczyt o tym brak pasm
odpowiadajacych drganiom rozciagajacym wigzania C=0 i N-H w widmie IR. Ponadto
w widmie 'H NMR stwierdzilam brak protonu grupy NH, a integracja wykazata
o potowe mniejszg liczbe protonéw alkilowych. Analiza elementarna i spektrometria
mas dostarczyly dowoddéw na stwierdzenie, ze otrzymanym zwigzkiem byt
2-(izopropylotio)-5-(4-nitrofenylo)-1,3,4-oksadiazol [6].

Z 4-nitrobenzhydrazydu otrzymalam takze S-estry. Reakcje przeprowadzitam
w temperaturze pokojowej w metanolowym roztworze TEA stosujac odpowiednie jodki
alkilu. Otrzymatam S-ester metylu, izopropylu i n-butylu. Reakcji z jodkiem izopropylu
czesciowo towarzyszyla cyklizacja powstatego produktu addycji CS, do hydrazydu
i obok pozadanego S-estru otrzymatam takze 5-(4-nitrofenylo)-1,3,4-oksadiazolo-
2(3H)-tion. Nasungto to konkluzje na temat konkurencyjnosci reakcji podstawienia
i cyklizacji. W przypadku drugorzedowej halogenopochodnej rekcja podstawienia przy
atomie siarki zachodzi na tyle wolno, ze produkt posredni reakcji szybciej ulega
cyklizacji. Cyklizacja S-estru izopropylowego z kolei zachodzi znacznie szybciej niz
podstawienie przy drugim atomie siarki i powstawanie S,S'-diestru diizopropylu [6]. Dla
odmiany pochodng S-butylowg 5-(4-nitrofenylo)-1,3,4-oksadiazolo-2(3H)-tionu
otrzymatam z tatwoscia w reakcji 4-nitrobenhydrazydu z CS, i TEA w metanolu.
Produkt cyklizacji alkilowatam jodkiem n-butylu bez uprzedniej izolacji. Karboditian
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metylu poddatam dalszemu alkilowaniu w metanolowym roztworze TEA. Otrzymatam
w ten sposob S,S'-diestry mieszane z r6znymi podstawnikami przy atomach siarki.

Zsyntetyzowane S-estry i S,S'-diestry zostaly przebadane pod katem aktywnosci
tuberkulostatycznej [6]. Wszystkie zwigzki wykazaly umiarkowang aktywnos$¢. Posrod
ditianow symetrycznych najwyzsza aktywnos$¢ wykazata pochodna S,S'-dimetylowa
MIC (12,5-50 pg/ml). Pozostate S,S'-diestry symetryczne wykazaty stabg aktywnos$¢
tuberkulostatyczng (MIC 50-100 ug/ml). W grupie S,S'-diestrow mieszanych najwyzszg
aktywno$¢ wykazata pochodna izopropylo-metylowa z wartosciami MIC w zakresie
25-50 pg/ml. Z powyzszego wynika, ze istotny dla aktywnos$ci przeciwgruzliczej jest
rozmiar podstawnikéw przy atomach siarki, przynajmniej jeden z nich powinien by¢
relatywnie matly. Najwyzsza aktywno$¢ w calej testowanej grupie wykazaly 2-
izopropylotio- i 2-butylotio-5-(4-nitrofenylo)-1,3,4-oksadiazol. Wartosci MIC wyniosty
6,2-12,5 pg/ml wobec szczepu H37RV i1 szczepu wrazliwego Spec. 192 oraz 25 pg/ml
wobec szczepu opornego Spec. 210. Wyniki te wskazuja na szerokie spektrum
przeciwdrobnoustrojowe  5-(4-nitrofenylo)-1,3,4-oksadiazoli, ktoérych  aktywnos¢
przeciwbakteryjna i przeciwgrzybicza zostala juz opisana®’. Dla 2-butylotio-5-(4-
nitrofenylo)-1,3,4-oksadiazolu  wykonana zostata krystalografia rentgenowska.
Otrzymane wyniki wykazaty obecno$¢ stabych oddziatywan miedzy protonem grupy
metylenowej przy atomie siarki a atomem azotu N-4 [6], ktore zdaja si¢ nie mieé
wigkszego wplywu na przyjmowana konformacje i aktywno$¢ zwiazku.

W II etapie badan podjetam syntezg zwigzkow bedacych pochodnymi analogow
strukturalnych heterocyklicznych karbohydrazydow i amidow, tj. amidoksymow
I amidyn [7,8]. Taki kierunek poszukiwan podyktowany byt faktem, ze grupa
amidoksymowa jest klasycznym bioizosterem ugrupowania amidrazonowego
i hydrazydowego®®. Ponadto stwierdzono, ze amidoksymy sa dla amidyn prolekami®*4°
i produktami posrednimi do syntezy zwiazkow heterocyklicznych, np. oksadiazoli*".

Substratami dla przeprowadzonych reakcji byly heterocykliczne karbonitryle,
pochodne pirydyny, pirazyny, pirymidyny, chinoliny oraz N-tlenku pirydyny i N-tlenku
pirazyny. Amidoksymy syntetyzowatam z odpowiednich Kkarbonitryli dzialaniem

hydroksyloaminy (Rysunek 12). O-Metylowanie pirazynokarboksyamidoksymu do O-

57 A, N. Majekar, H. S. Yathirajan, B. Narayana, B. K. Sarajini, N. S. Kumari, Int. J. Chem. 2010, 2, 38-54.

*® F. Pop, W.-M. Wu, N. Bodor, J. Med. Chem. 1989, 32, 1789-1795.

% T, Weller, L. Alig, M. Beresini, B. Blackburn, S. Bunting, P. Hadvéry, M. H. Miiller, D. Knopp, B. Levet-Trafit, M. T. Lipari, N.
B. Modi, M. Miiller, C. J. Refino, M. Schmitt, P. Schénholzer, S. Weiss, B.Steiner, J. Med. Chem. 1996, 39, 3139-3147.

“0 B, Clement, Drug Metab. Rev. 2002, 34, 565-579.

“ A. Hamzé, J. F. Hernandez, P. Fulcrand, J. Martinez, J. Org. Chem. 2003, 68, 7316-7320.

20



Synteza i aktywnos$¢ przeciwbakteryjna nowych pochodnych azotowych zwigzkéw heterocyklicznych i ich analogéw

metylopirazynokarboksyamidoksymu przeprowadzitam przy uzyciu jodku metylu
w alkalicznym $rodowisku wodno — metanolowego roztworu wodorotlenku potasu [7].
Metylowanie pirydynowego atomu azotu 3- i 4-pirydynokarboksyamidoksymu
przeprowadzitam jodkiem metylu w bezwodnym dioksanie otrzymujac odpowiednie
jodki 1-metylopirydyniowe [8]. Chlorek N-metoksypirazynoimidoilu oraz chlorki N-
hydroksyheteroaryloimidoilu otrzymatam z amidoksymow dziatajac azotanem(III) sodu
w roztworze kwasu solnego w temperaturze 0°C. Chlorki dawaty si¢ izolowac
ze $srodowiska reakcji z r6zng wydajnosciag (53-97%). Na otrzymane chlorki imidoilu
dziatatlam nastepnie aminami drugorzgdowymi w bezwodnym metanolu lub dioksanie.
W ten sposob zsyntetyzowalam odpowiednie oksymy [7,8]. Do reakcji uzytam
heksaetylenoiming,  morfoling,  1,4-dioksa-8-azaspiro[4.5]dekan,  1-(pirydyn-2-
ylo)piperazyne, 1-metylopiperazyng, I-fenylopiperazyng, 1-benzylopiperazyne, 1-
piperonylo-piperazyne, 1-(4-fluorofenylo)pipera-zyne, 1-(2-metoksyfenylo)piperazyne,
1-(4-nitrofenylo)piperazyne, 1-(3,4-dichlorofenylo)piperazyne, 1-(difenylome-
tylo)pipe-razyng, trans-1-cynamylopiperazyng. W przypadku O-metylooksymow
jedynie 1-fenylopiperazyna reagowata z chlorkiem N-metoksypirazynoimidoilu z dobrg
wydajnoscig (64%), ktora wiasciwa byla dla reakcji chlorkow N-hydroksy-
hetroaryloimidoilu. Reakcje chlorku N-metoksypirazynoimidoilu z 1-benzylopiperazyna
przeprowadzitam z dobra wydajnoscia 84% mieszajac substraty w stosunku molowym

1:20 bez rozpuszczalnika w temperaturze pokojowej [7].

N—OR
HAr—(/

R =H, Me
R' = NHy, ClI, cykloalkiloamina

Rysunek 12. Struktura otrzymanych amidoksymow i ich pochodnych

Amidoksymy poddatam takze reakcjom z chlorkami karbamoilowymi [8].
Stosowatam chlorek dimetylokarbamoilu, chlorek dietylokarbamoilu, chlorek
diizopropylokarbamoilu oraz chlorek morfolino-4-karbonylu. Reakcje prowadzitam
stosujac trzykrotny nadmiar chlorku w bezwodnej pirydynie. Jako produkty uzyskatam
oczekiwane 3,4-dipodstawione 1,2,4-oksadiazoli-5(4H)-ony (Rysunek 13, struktura A),
bedace efektem wewnatrzczasteczkowego ataku nukleofilowego pary elektronowej
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atomu azotu grupy aminowej na wegiel karbonylowy fragmentu karbamoilowego
zwigzanego z atomem tlenu grupy hydroksylowej amidoksymu w miejsce protonu. Atak
ten jest poprzedzony podstawieniem protonu grupy hydroksylowej i jednego
z protondw grupy aminowej ugrupowaniami karbamoilowymi. W przypadku chlorku
dimetylokarbamoilu reakcja przebiegata w kierunku 3-monopodstawionych 1,2,4-
oksadiazolo-5(4H)-onéw. Produkty te powstawaly najprawdopodobniej w wyniku
szybkiego ataku pary elektronowej atomu azotu grupy aminowej na wegiel
karbonylowy zanim proton grupy NH, ulegl podstawieniu przez karbamoil. Podobny
wynik  uzyskalam dla  kontrolnych  reakcji  pomigdzy  amidoksymami
a chloromréowczanem etylu. Otrzymane 1,2,4-oksadiazolo-5(4H)-ony poddatam
nastepnie reakcji podstawienia otrzymujac zaplanowane 3,4-dipodstawione pochodne.
Dwa amidy poddatam w temperaturze 215°C termicznej dekarboksylacji do 5-
alkiloamino-1,2,4-oksadiazoli (Rysunek13, struktura B) [8].

N

-0 N
HAr/«N/\QO HAr/4
R/go

A B

R = Me, Et, i-Pr, morfolina

Rysunek 13. Struktury otrzymanych pochodnych:
A - 1,2 4-oksadiazolo-5(4H)-onéw, B — 1,2,4-oksadiazoli

Otrzymane  zwigzki  zostaly  przebadane pod  katem  aktywnosci
przeciwbakteryjnej*?. Sposrod 45 pochodnych 35 (78%) wykazalo zréznicowana
aktywnos¢ wobec testowanych szczepow bakterii beztlenowych. Beztlenowce byty
najbardziej wrazliwe przy stezeniach w zakresie < 6,2-100 pg/ml wobec chlorku N-
hydroksypirazynokarboksyimidoilu (44% szczepow) [7] i chlorku N-hydroksy-2-
pirydynokarboksyimidoilu (40% szczepéw) oraz dwoch oksymow, pochodnych N-
tlenku pirydyny (25% szczepoéw) [8]. Wigkszos¢ zwigzkow aktywnych wobec bakterii
beztlenowych byta bardziej aktywna wobec szczepéw bakterii G+. Chlorek N-
hydroksy-4-pirydynokarboksyimidoilu, 3-(pirazyn-2-ylo)-1,2,4-oksadiazolo-5(4H)-on,
oksym bedacy pochodng N-tlenku pirydyny i 1-benzylopiperazyny (89% szczepow)
oraz oksym, pochodna pirazyny i 1-(4-fluorofenylo)piperazyny (66% szczepow)

%2 Badania aktywnosci przeciwbakteryjnej przeprowadzono w Zakladzie Mikrobiologii Jamy Ustnej Akademii Medycznej w
Gdansku (obecnie Gdanski Uniwersytet Medyczny).
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aktywne byly wobec najwickszej liczby szczepow. Z kolei pirazynokarboksy-
amidoksym,  O-metylopirazynokarboksyamidoksym,  3-(pirydyn-3-ylo)-1,2,4-oksa-
diazolo-5(4H)-on oraz oksym, pochodna N-tlenku pirydyny i 1-piperonylopiperazyny
byty bardziej aktywne wobec beztlenowych pateczek G- [7,8].

Tylko 4 zwiazki (9%) wykazaty aktywno$¢ wobec bakterii tlenowych. Byty to
pirazynokarboksyamidoksym (6,2-50 ug/ml, 32% szczepoéw), O-metylopirazyno-
karboksyamidoksym (50 pg/ml, 24% szczepow), chlorek N-hydroksypirazyno-
karboksyimidoilu (25-100 pg/ml, 33% szczepoéw) oraz oksym bedacy pochodng
pirydyny i 1-piperonylopiperazyny (50-100 pg/ml, 16% szczepdéw). Zwiazki te byly
aktywne wobec obu typow bakterii, tlenowych i beztlenowych [7,8].

Szczepy standardowe generalnie wykazywaty oporno$¢ wobec testowanych
zwigzkow (MIC > 200 pg/ml). W przypadku bakterii beztlenowych 6 zwigzkow
wykazalo aktywno$¢ wobec Fusobacterium nucleatum (ATTC 25586). W grupie tej
znalazt si¢ chlorek N-hydroksypirazynokarboksyimidoilu (MIC 25 pg/ml), pirazyno-
karboksyamidoksym (100 ug/ml) oraz niektore oksymy (50-100 pg/ml) [7,8].
Pirazynokarboksyamidoksym wykazat takze aktywno$¢ wobec standardowego szczepu
Peptostreptococcus anaerobius (ATTC 27337) (MIC 50 pg/ml). Oksym, pochodna
pirydyny i 1-piperonylopiperazyny, byt aktywny wobec szczepu Bacillus vulgaris
(ATTC 8482) (MIC 100 pg/ml). Ten sam zwigzek w podobnym st¢zeniu hamowat
wzrost dwoch szczepow tlenowych, Klebsiella pneumoniae (ATTC 13883)
i Staphylococcus aureus (ATTC 25923). Wzrost szczepow K. pneumoniae hamowaty
takze: pirazynokarboksyamidoksym, O-metylopirazyno-karboksyamidoksym oraz
chlorek N-hydroksypirazynokarboksyimidoilu (MIC 50 pg/ml).

Otrzymane zwiazki przetestowano takze pod katem aktywnosci przeciwgruzliczej
wobec szczepow M. tuberculosis [7,8]. Wyznaczone wartosci MIC dla badanych
pochodnych miescity si¢ w przedziale 25-100 pg/ml, co wskazuje na umiarkowang
i niska aktywno$¢  przeciwgruzlicza.  Jedynie  chlorek  N-hydroksy-2-
pirydynokarboksyimidoilu wykazat wyzsza aktywno$¢. Hamowal on wzrost szczepu
Hs7Rv w stezeniu 12,5 ug/ml, za$ szczepy izolowane od pacjentow, Spec. 192 1 Spec.
210, w stezeniu 25 pg/ml [8].

Podsumowujac w grupie tej najwyzsza aktywnos$¢ wykazaly pochodne pirazyny,
zwlaszcza amidoksym i chlorek karboksyimidoilu. Zwiazki te charakteryzowaty sie¢
szerokim spektrum dziatania. Na uwage zasluguje fakt, ze jako nieliczne wykazaty

aktywno$¢ wobec standardowych szczepow bakterii.
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Kontynuujac kierunek badawczy wykorzystujacy heterocykliczne karbonitryle
podjetam synteze zwigzkow bedacych pochodnymi heterocyklicznych sulfonamidyn.
Sulfonamidy nadal cieszg si¢ zainteresowaniem rdznych zespolow badawczych
z powodu swojej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej43’44. Zwiazki z tej grupy
wykazuja takze dzialanie przeciwgrzybiczne, przeciwwirusowe®™ i przeciw-
nowotworowe®®.  Wsréd amidyn réwniez znaleziono zwiazki o aktywnosci
przeciwbakteryjnej, —przeciwgrzybicznej i przeciwwirusowej*’*®. Bylo zatem
interesujace, jak potaczenie tych dwoch ugrupowan w jedno wptynie na aktywno$¢
przeciwbakteryjng otrzymanych zwigzkow. Zwlaszcza, ze grupa amidynowa moze
z powodzeniem pehni¢ funkcje fragmentu taczacego dwa farmakofory, np. ugrupowanie
sulfanilamidowe i uktad pirydyny czy pirazyny.

Podjetam zatem synteze heterocyklicznych sulfonylokarboksyimidoamidow
(Rysunek 14). Zastosowana metoda, polegala na uzyciu substratow w postaci
heteroaryloiminoestrow pirydyny, pirymidyny, pirazyny, 6-chloro- i 6-metoksypirazyny
oraz chinoliny [9-12]. Najwicksza jej zaleta byto wykorzystanie heteroaryloiminoestrow
w chwili ich powstania, bez uprzedniej izolacji. Iminoestry to zwiazki o duzej
reaktywnosci. Reaguja miedzy innymi z aminami dajac jako produkty amidyny.
Opisane sg rowniez nieliczne reakcje alkilo- i fenyloiminoestrow z sulfonamidami,

w wyniku ktérych powstaja sulfonamidyny49.

NHQ NH O 0
NN ~ S
HAr N7 ph HAr >NH” P
A B

Rysunek 14. Struktury odmian tautomerycznych otrzymanych sulfonylokarboksyimidoamidow

Iminoestry otrzymatam 2z odpowiednich karbonitryli w obecnosci DBU
w metanolu i bez izolacji poddatam dalszej reakcji z benzenosulfonamidem lub 4-
aminobenzenosulfonamidem. W przypadku syntezy pochodnych pirazyny i 6-metoksy-

pirazyny izolowatam powstale iminoestry, ktore fatwo otrzymalam w czystej postaci.

4V, Klimesova, L. Zahajska, K. Waisser, J. Kaustova, U. Mollmann, Farmaco 2004, 59, 279-288.

# X.-L. Wang, K. Wan, C.-H. Zhou, Eur. J. Med. Chem. 2010, 4631-4639.

% 3. Isik, F. Kockar, M. Aydin, O. Arslan, O. O. Guler, A. Innocenti, A. Scozzafava, C. T. Supuran, Bioorg. Med. Chem. 2009, 17,
1158-1163.

% N. S. El-Sayed, E. R. El-Bendary, S. M. El-Ashy, M. M. El-Kerdawy, Eur. J. Med. Chem. 2011, 46, 3714-3720.

4T A. Echevarria, L. H. Santos, J. Miller, N. Mahmood, Bioorg. Med. Chem. Lett. 1996, 6, 1901-1904.

“p_ M. S. Bedi, M. P. Mahajan, V. K. Kapoor, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2004, 14, 3821-3824.

T, Fujisawa, C. Mizuno, Yakugaku Zasshi 1952, 72, 694-695.
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Syntezowalam je odpowiednio z 2-cyjanopirazyny i 6-chloro-2-cyjanopirazyny
w reakcji z metanolanem sodu w metanolu®[9] lub w roztworze metanolowym DBU
[10-12]. Ta ostatnia metoda okazata si¢ bardziej dogodnym i wydajnym sposobem
otrzymywania [10]. Iminoestry ogrzewatam z benzenosulfonamidem i 4-amino-
benzosulfonamidem w diglimie. Reakcje przebiegaly z umiarkowang (38%) i1 bardzo
dobra (83%) wydajnoscia.

Przeprowadzitam takze kondensacje iminoestréw z sulfonamidami stosowanymi
klinicznie, sulfamerazyna, sulfametazyng, sulfametoksypirydazyng oraz sulfatiazolem

uzyskujac odpowiednie produkty amidynowe (Rysunek 15).

HAr' = 4-metylopirymidyna, 4,6-dimetylopirymidyna,
4-metoksypirydazyna, tiazol

Rysunek 15. Struktura otrzymanych kondensatéw iminoestéw z klinicznie stosowanymi sulfonamidami

W widmach 'H NMR otrzymanych zwigzkéw zaobserwowatam rozsunicte
sygnaty dla grup NH. Obraz taki mogl odpowiada¢ amino-iminowej strukturze
tautomerycznej przyjetej przez otrzymane zwiazki (Rysunek 14, struktura B)>,
co zasugerowatam dla pochodnych 3-pirydylowych i 4-pirydylowych [9]. Mogto to
rowniez by¢ nastgpstwem nierdwnocennosci magnetycznej protonow grupy NH»
na skutek tworzenia wigzan wodorowych w przypadku zwigzkoéw heterocyklicznych,
w ktorych grupa amidynowa znajduje sie w polozeniu a do atomu azotu pierScienia
heterocyklicznego. W celu rozwigzania tej kwestii wykonana zostata analiza
krystalograficzna® dla opisanego w literaturze N'-(4-aminofenylosulfonylo)-4-
chloropikolinoimidoamidu®[9]. Wyniki dyfrakcji na monokrysztale potwierdzity
aminowy strukture tautomeryczng. W stanie krystalicznym oba atomy wodoru zwigzane
s3 z jednym atomem azotu i mogg tworzy¢ wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe,

jeden z atomem azotu pier§cienia aromatycznego, a drugi z atomem tlenu grupy

50 H. Foks, M. Janowienc, Acta Polon. Pharm. 1979, 36, 155-160.

1 E. H. Northey, A. E. Pierce, D. J Kartesz, J. Am. Chem. Soc. 1942, 64, 2763-2765.

52 Badania krystalograficzne wykonane zostaty w Katedrze Chemii Fizycznej Uniwersytetu Gdanskiego.

5% A. Bogdanowicz, H. Foks, A. Kedzia, E. Kwapisz, Z. Zwolska, E. Augustynowicz-Kope¢, Heterocycles 2009, 78, 2217-2231.
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sulfonowej. Jest to powodem zmniejszenia symetrii i w konsekwencji powoduje ich
nieréwnocenno$¢ magnetyczng W roztworze.

Rozwigzatam takze kwesti¢ struktury molekularnej produktéw reakcji pomigdzy
iminoestrami a 4-aminobenzenosulfonamidem, poniewaz grupg aktywnag w tych
reakcjach mogta by¢ zardwno grupa aminowa fragmentu sulfonamidowego, jak rowniez
aromatyczna grupa aminowa [9,10]. Opisano bowiem reakcje amin aromatycznych
i alifatycznych z iminoestrami®®. Przeprowadzilam wiec reakcje pirazyno-2-iminoestru
metylu z N-(4-sulfamoilofenylo)acetamidem [9]. Produkt koncowy byt identyczny ze
zwigzkiem otrzymanym w wyniku dzialania bezwodnikiem octowym na pochodng
powstalg w reakcji pirazyno-2-iminoestru metylu z 4-aminobenzenosulfonamidem.
A zatem w sposob jednoznaczny wykazatam, ze grupa sulfonamidowa jest grupa
aktywna w przeprowadzonych reakcjach. Kolejng proba byla reakcja pomiedzy
pirymidyno-2-iminoestrem metylu a pochodng sulfatiazolu pozbawiong aromatycznej
grupy aminowej [10]. Proba ta wypadta negatywnie. Tak wigc w przypadku kondensacji
klinicznie stosowanych sulfonamidéow z iminoestrami aktywna byla pierwszorzedowa
grupa 4-fenyloaminowa.

Otrzymane  pochodne  zostaly przebadane pod katem  aktywnosci
przeciwbakteryjnej wobec szczepow standardowych Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Echerichia coli (ATCC 25922) i Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).
Do badan wiaczone zostaly takze dwa szczepy grzybow z rodzaju Candida, C. albicans
(ATCC 90028) i C. parapsilosis (ATCC 22019). Wyniki wykazaty niskg aktywnos$¢
przeciwbakteryjna I przeciwgrzybiczng testowanych zwigzkow. Dla wigkszosci z nich
wartosci MIC wyniosty >256 pg/ml [9,10]. Wszystkie zwigzki poza stosowanym
klinicznie sulfatiazolem wykazaty bardzo staba aktywno$¢ wobec P. aeruginosa, takze
pozostate sulfonamidy kliniczne. Uzyskane wartosci MIC wyniosty 128 pg/ml dla
sulfatiazolu i >256 pg/ml dla pozostatych zwigzkow [9,10]. Wszystkie kondensaty
sulfonamidéw stosowanych klinicznie byly mniej aktywne niz ich prekursory
sulfanilamidowe [10]. Pochodna pirydyny i sulfatiazolu byta najbardziej aktywna
posrod testowanych zwigzkow. Aktywno$¢ tego zwigzku wobec S. aureus z wartoscia
MIC 128 pg/ml i 64 pg/ml wzgledem E. coli byta porownywalna do aktywnoSci
uzyskanej dla klinicznie stosowanej sulfametoksypirazyny. Zwigzki bedace

pochodnymi pirazyny i 6-metoksypirazyny odpowiednio z sulfametoksypirydazyna i

5. C. Shilcrat, M. K. Mokhallati, J. M. D. Fortunak, L. N. Pridgen, J. Org. Chem. 1997, 62, 8449-8454.
% Badania aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybicznej zostaty wykonane w Zaktadzie Mikrobiologii Lekarskiej
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
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sulfatiazolem wykazaly stabsza aktywno$¢. Wartosci MIC wyznaczone dla tych
zwiagzkow wyniosty 256 pg/ml wobec S. aureus i 128 pg/ml wobec E. coli. Pochodne
pirydyny z sulfamerazyng lub sulfametoksypirydazyng wykazaty aktywnos$¢ wobec E.
coli na poziomie 128 upg/ml. Nie byly aktywne wobec S. aureus. Pochodne z
pierscieniami pirydyny i 4-chloropirydyny potaczone grupa amidynowa z sulfatiazolem
wykazaly aktywno$¢ wobec S. aureus z MIC 256 pug/ml. Nie byty natomiast aktywne
wobec E. coli.

Badania aktywnosci tuberkulostatycznej wobec szczepow M. tuberculosis
wykazaly umiarkowang i niskg aktywno$¢ otrzymanych zwigzkow [9,10]. Wartosci
MIC dla wszystkich pochodnych zawieraty si¢ w przedziale 25-100 pg/ml. Zwiazki
bedace pochodnymi pirazyny lub 6-metoksypirazyny potaczonych grupa amidynowa
z sulfatiazolem wykazaly najwyzsza aktywnos$¢ z wartoscig MIC 25 pg/ml wobec
szczepu standardowego Hs;Rv oraz odpowiednio 50 i 25 pg/ml wobec szczepu
wrazliwego Spec. 192 i opornego Spec. 210 [10]. A zatem ich aktywnos$¢ wzgledem
szczepu opornego byla wyzsza niz wobec szczepu wrazliwego.

Nastepnie podjetam badania nad reaktywnoscig heterocyklicznych iminoestréw
wobec sulfonamidoéw, ktore w potozeniu orto do grupy sulfonamidowej maja jako
podstawnik atom chloru [11,12]. Heteroaryloiminoestry poddatam reakcji z 2-chloro-
benzenosulfonamidem oraz 4-chloropirydyno-3-sulfonamidem. Zastosowanie takich
substratow stwarza mozliwos¢ cyklizacji powstalych w pierwszym etapie reakcji
sulfonamidyn (Rysunek 16, struktura A) do 1,1-ditlenkéw 1,2,4-tiadiazyn (Rysunek 16,
struktura B) [12]. Reakcje prowadzitam jak poprzednio, w roztworze metanolu wobec
niedomiaru DBU. Dla sulfonamidéow prowadzilo to do powstania struktur
amidynowych z podstawnikiem 2-chlorobenzeno- lub 4-chloropirydyno-3-sulfonowym
potaczonym z pierscieniem pirydyny, pirymidyny, 6-chloropirazyny lub chinoliny.
Dysponujac czystymi iminoestrami, pochodnymi pirazyny i 6-metoksypirazyny, reakcje
otrzymywania struktur amidynowych przeprowadzilam ogrzewajagc réwnomolowe
ilodci reagentow przez 15 min w diglimie [11].

Uzycie DBU w ilosci rownomolowej w stosunku do sulfonamidu,
dla 2-chlorbenzenosulfonamidu prowadzito takze do otrzymania struktur amidynowych.
Natomiast dla 4-chloropirydyno-3-sulfonamidu, produktami reakcji byly odpowiednie
3-heteroarylopodstawione 1,1-ditlenki pirydo[4,3-e][1,2,4]tiadiazyn [12]. Zastosowanie
molowej ilosci DBU w przypadku 6-chloropirazynoiminoestru  prowadzito

do powstania tatwej do rozdzielania mieszaniny otwartej struktury amidynowej oraz
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tiadiazynowej. W tym wypadku reakcji towarzyszyla wymiana atomu chloru

w potozeniu C-6 na ugrupowanie metoksylowe.

N 20\\ p H O\\S//O
/L s ~N - AN
N AN N X
HAr~ N | X PR |
_ HAr~ SN~ N7
Cl
A B
X=CH, N

Rysunek 16. Struktury otrzymanych zwigzkéw: A — pochodnych sulfonamidynowych,
B - 1,1-ditlenkow 1,2,4-tiadiazyn

Cyklizacje podstawionych amidyn z ugrupowaniem 2-chlorobenzenosulfonowym
do 1,1-ditlenkow  3-heteroarylo-2H-benzeno[e][1,2,4]tiadiazyn  przeprowadzitam
ogrzewajac je we wrzacej pirydynie w obecno$ci rownomolowej ilosci DBU. W samej
pirydynie cyklizacja nie zachodzita. Otrzymatam takze pochodng 3-fenylo-2H-
pirydo[1,2,4]tiadiazynows. Substratem  do  reakcji byt  chlorowodorek
benzenoiminoestru etylowego, ktory poddalam dziataniu 4-chloropirydyno-3-
sulfonamidu wobec nadmiaru DBU w metanolu [12].

W widmach *H NMR pochodnych sulfonamidynowych zaobserwowatam
wszystkie sygnaly dla protondw ukladow aromatycznych oraz dwa sygnaty
dla ugrupowan N-H w odleglosci ok. 1 ppm. Kwestie struktury tautomerycznej
ponownie rozstrzygnely badania rentgenograficzne® wykonane dla pochodnych 3-
pirydylowych. Dla zwiazkow tych, podobnie jak opisanych poprzednio pochodnych 2-
pirydylowych [9], badania krystalograficzne wykazaly aminowg strukture
tautomeryczng. A zatem, ze wzgledu na potozenie atomu azotu w pierscieniu pirydyny,
tworzenie wigzan wodorowych pomiedzy jednym z protondéw grupy aminowe]
a atomem tlenu grupy sulfonowej jest, w tym wypadku, jedyng mozliwa przyczyna
nierdwnocennosci magnetycznej protondéw grupy aminowej i wystgpienia osobnych
sygnatow w widmie *H NMR [11].

Dla otrzymanych pochodnych cyklicznych mozliwe s3 dwie odmiany
tautomeryczne, 2H i 4H. Aby okresli¢, ktora z nich jest bardziej prawdopodobna dla
zwigzkOw  reprezentatywnych oszacowatam catkowita energi¢ pojedynczych

czasteczek. Obliczenia przeprowadzitam za pomoca metod ab initio Hartree-Focka

% Badania krystalograficzne wykonane zostaty w Katedrze Chemii Fizycznej Uniwersytetu Gdanskiego.
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i DFT w fazie gazowej®’. Z otrzymanych danych wywnioskowatam, ze tautomery 2H sa
energetycznie korzystniejsze [12].

Sposrdd otrzymanych zwigzkéw 6 zostalo przebadanych w kierunku aktywnosci
tuberkulostatycznej wzgledem M. tuberculosis. Byly wsrod nich 4 pochodne
sulfonamidynowe i 2 pochodne 1,1-ditlenku 1,2,4-tiadiazyny. Wszystkie wykazaty
umiarkowang i niska aktywno$¢ z warto§ciami MIC w zakresie 25-100 pg/ml wzgledem
wszystkich trzech szczepéw: Hs;Rv, Spec. 192 i Spec. 210. Pochodne tiadiazynowe
byty bardziej aktywne wobec szczepu opornego Spec. 210 (MIC 25 pg/ml) niz wobec
wrazliwego Spec. 192 (MIC 50 pg/ml).

Przebadana zostata takze aktywnos¢ pochodnych sulfonamidynowych wzgledem
bakterii beztlenowych Propionibacterium acnes (ATCC 11827) i Brevibacterium linens
(ATCC 9174)%, Wszystkie pochodne wykazaty praktycznie brak aktywnosci z MIC
>256 ug/ml wzgledem B. linens. Umiarkowang aktywno$¢ wobec P. acnes z w zakresie
MIC 12,5-50 pg/ml wykazaty 3 zwiazki, obie sulfonamidynowe pochodne 2-
pirydylowe oraz pochodna chinoliny i 2-chlorobenzenosulfonamidu.

Zwiagzki o najwyzsze] aktywnosci wzgledem P. acnes zostaly nastgpnie
przebadane w kierunku aktywno$ci cytotoksycznej wzgledem linii komoérkowej
ludzkiego naskorka noworodka (ATCC PCS-201-010). Przebadane pochodne wykazaty
zroznicowang aktywnos$¢ cytotoksyczng. Pochodna 2-pirydylowa z fragmentem 4-
chloropirydyno-3-sulfonamidowym nie hamowata wzrostu fibroblastow w stg¢zeniach
<100 pg/ml. Pochodna 2-pirydylowa z uktadem 2-chlobenzenosulfonamidowym miata
stabe dzialanie hamujace wzrost komorek eukariotycznych. Dla niskich stezen zwigzku
(6,2-12,5 pg/ml) nie obserwowano efektu cytotoksycznego. W zakresie 25-100 pg/ml
zaobserwowano zalezno$¢ liniowa pomigdzy st¢zeniem a efektem hamujacym wzrost
fibroblastéw z 88% zahamowaniem wzrostu przy st¢zeniu 100 pg/ml. Pochodna 2-
chinoliny i 2-chlorobenzenosulfonamidu wykazata silne dzialanie cytotoksyczne
wzgledem testowanej linii komorkowej nawet w najnizszym testowanym stezeniu
6,2 pg/ml (70% zahamowania wzrostu). Uzyskane wyniki dowodza, ze aktywnos$¢
przeciwbakteryjna badanych zwiazkéw moze mie¢ zwigzek z ich dziataniem
cytotoksycznym.

Ze wzgledu na wysoka aktywno$¢ cytotoksyczng pochodnej chinoliny otrzymane

zwiazki zostaty przebadane w kierunku aktywnosci przeciwnowotworowe] wzgledem

> Spartan 08, Wavefunction Inc., 18401 Von Karman Avenue, Suite 370, Irvine, CA, 92612 USA
%8 Badania aktywnosci przeciwbakteryjnej i cytotoksycznej zostaly wykonane przez firme¢ Sunny BioDiscovery, Santa Paula, CA,
USA.
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60 linii komorkowych nowotworéw ludzkich réznego pochodzenia®®. W calej
przebadanej grupie 15 pochodnych wykazato aktywno$¢ przeciwnowotworows, Z €zego
7 zwigzkoéw to pochodne sulfonamidynowe. Najwigkszg aktywno$¢ przeciwnowotwo-
rowa wykazala wyloniona wczesniej pochodna chinoliny, N'-(2-chlorofenylo-
sulfonylo)chinolino-2-karboksyimidoamid. Zwigzek ten byt aktywny wobec wszystkich
testowanych linii komorkowych z wartoscig Glsg (stezenie molowe hamujace w 50%
wzrost komoérek netto) w zakresie 0,92-13 uM. Najwyzsza aktywnos$¢ pochodna ta
wykazata wobec komoérek panelu linii biataczek. Srednia warto$¢ Glsg dla tego panelu
linii komoérkowych wyniosta 3,52 uM.

W ostatnim, Ill etapie badan, zwrécitam swoje zainteresowania w kierunku
heterocyklicznego uktadu benzimidazolu. Kierunek ten podyktowany byt doniesieniami
o aktywnosci przeciwwirusowej®® i przeciwdrobnoustrojowej®t  zwiazkéw
zawierajacych ten fragment strukturalny. Badano ten uklad rowniez pod katem
aktywnos$ci przeciwgruzliczej. Znaczne dziatanie w tym kierunku wykazaty pochodne
2-fenyloalkilo- i 2-cykloheksyloalkilobenzimidazolu zsyntetyzowane w Katedrze
1 Zaktadzie Chemii Organicznej Akademii Medycznej w Gdansku (obecnie Gdanski
Uniwersytet Medyczny)®. Uzyskane wyniki sktonity mnie do kontynuowania tego
kierunku badawczego.

Zsyntetyzowatam struktury, w ktorych grupa cykloheksyloetylenowa potaczona
jest z uktadem benzimidazolu (Rysunek 17, struktura A), uktadem typu benzimidazolu
(naftoimidazolu, imidazopirydyny, imidazofenazyny) lub innym azotowym ukladem
heterocyklicznym: 1,3,4-oksadiazolo-2(3H)-tionem (Rysunek 17, struktura B), 1,2,4-
triazolo-5(4H)-tionem (Rysunek 17, struktura C), 1,2,4-triazolo[4,3-a]pirymidyng
(Rysunek 17, struktura D) [13].

Zwiazki zawierajace uklad benzimidazolu lub uktad typu benzimidazolu zostaly
otrzymane w reakcji kwasu 3-cykloheksylopropanowego z odpowiednimi pochodnymi
i analogami  1,2-diaminobenzenu:  5-chloro-3-nitrobenzeno-1,2-diaming,  2,3-
diaminopirydyna, 2,3-diamino-5-bromopirydyna, 3,4-diaminopirydyna, 1,2-diamino-
naftalenem oraz 2,3-diaminofenazyng. Synteze¢ prowadzitam dwiema metodami. Jedna

z nich polegata na zastosowaniu kwasu polifosforowego (PPA) jako rozpuszczalnika

%9 Badania aktywnosci przeciwnowotworowej wykonane zostaly w National Cancer Institute, Bethesda, MD, USA.

803, Liu, C. A. Nelson, L. Xiao, L. Lu, P. P. Seth, D. R. Davis, C. H. Hagedorn, Antivir. Rev. 2011, 89, 54-63.

81 M. Tungbilek, T. Kiper, N. Altanlar, Eur. J. Med. Chem. 2009, 44, 1024-1033.

62 H. Foks, D. Pancechowska-Ksepko, W. Kuzmierkiewicz, Z. Zwolska, E. Augustynowicz-Kope¢, M. Janowiec, Khim. Geterosikl.

Soed. 2006 (5) 697-700.
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o silnych wtasciwosciach kwasowych. W drugiej metodzie substraty ogrzewatam
w diglimie [13].

Z kwasu 3-cykloheksylopropanowego otrzymatam réwniez hydrazyd, a nast¢pnie
dziatajac CS, w alkalicznym roztworze wodno — etanolowym pochodng 1,3,4-
oksadiazolo-2(3H)-tionu z podstawnikiem cykloheksyloetylenowym w potozeniu C-5.
Ten sam substrat w reakcji z rodankiem amonu bez rozpuszczalnika ulegat cyklizacji
do  1,24-triazolo-5(4H)-tionu.  Reakcja  karbohydrazydu z  odpowiednimi
izotiocyjanianami (metylu, allilu, cykloheksylu, 4-chlorofenylu) prowadzita do struktur
tiosemikarbazydowych. Pochodne te cyklizowatam do 1,2,4-triazolo-5(4H)-tionow
w 10% wodnym roztworze NaOH. Estry kwasu hydrazynokarboditiowego otrzymatam
w reakcji hydrazydu kwasu 3-cykloheksylopropanowego z CS, i odpowiednimi
haloidkami (jodkiem metylu, 1,2-dibromopropanem) w metanolowym roztworze TEA.
W reakcji z 1,2-dibromoetanem zastosowatam dwukrotny nadmiar molowy TEA
otrzymujac 1,3-ditiolan. W przypadku S,S'-diestru dimetylu zastosowatam dwukrotny
nadmiar, zarbwno TEA jak i jodku metylu. Otrzymany S,S'-diester dimetylu uzylam
nastepnie do syntezy 5,6,7,8-tetrahydro-1,2,4-triazolo[4,3-a]pirymidyny w reakcji z 1,3-

diamino-2,2-dimetylopropanem [13].
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Rysunek 17. Struktury otrzymanych pochodnych: A — benzimidazolu i jego analogéw, B - 1,3,4-
oksadiazol-2(3H)-tionu, C — 1,2,4-triazolo-5(4H)-tionu, D - 1,2,4-triazolo[4,3-a]pirymidyny
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W widmie 'H NMR otrzymanego 1,3-ditiolanu protony grup SCH,
zidentyfikowatam jako dwa multiplety przy 3,45 i 3,65 ppm. Widmo *C NMR
potwierdzito nierownocenno$¢ magnetyczna obu grup. Tiometylenowe atomy wegla nie
dawaty wspolnego sygnatu lecz dwa rozsuniete przy 37,8 1 39,4 ppm.

Zwiazki zostaly przebadane w Kierunku aktywnos$ci tuberkulostatycznej wobec
szczepow M. tuberculosis: Hs7Rv, Spec. 192 i Spec. 210. Zwigzki benzimidazolu i typu
benzimidazolu wykazaty znacznie wyzszg aktywnos$¢ od pozostatych pochodnych.
Pochodne z wigkszymi uktadami skondensowanymi w miejsce benzimidazolu wykazaty
znakomitg aktywno$¢ tuberkulostatyczng z MIC w zakresie 1,5-3,1 pg/ml.
W  przypadku pochodnej 1,2-diaminonaftalenu nie zaobserwowalam roznic
w aktywno$ci wobec szczepu opornego i wrazliwego. Pochodna zawierajaca pierscien
pirydyny w miejsce benzenu w uktadzie benzimidazolu i atom bromu w potozeniu C-6
wykazat dobrg aktywno$¢ z wartoscig MIC 6,2 ug/ml. Trzy z otrzymanych pochodnych,
imidazo[4,5-b]pirydyna, imidazo[4,5-c]pirydyna, 1,3,4-oksadiazol-2(3H)-tion,
wykazaty umiarkowang aktywno$¢ z wartosciami MIC w granicach 12,5-50 pg/ml. Ich
aktywno$¢ wzgledem szczepu wrazliwego Spec.192 1 opornego Spec. 210 byla
porownywalna. Posrod serii ,,benzimidazolowej” pochodna posiadajaca pierScien
benzenowy w uktadzie benzimidazolu i dwa podstawniki, atom chloru w potozeniu C-6
1 grupe nitrowa w potozeniu C-4, wykazala najstabszg aktywnos¢ z MIC 12,5 pg/ml
wobec wszystkich szczepow. Pozostale z testowanych zwigzkow wykazaty
umiarkowang aktywnos¢ przeciwgruzliczg. Uzyskane dla nich wartosci MIC miescity
si¢ W zakresie 50-100 pg/ml. Wszystkie zwigzki wykazaty aktywnos$¢ nizsza niz INH
I RMP (0,5-1,1 pg/ml i 1,2-2,5 pg/ml), ale poréwnywalna z aktywnoscig ETA (2-5
nug/ml). Wigkszos¢ zwiazkow byla bardziej aktywna od PZA (25-400 pg/ml),
stosowanego jako lek drugiego rzutu [13].

Przeprowadzona analiza zaleznosci struktura — aktywno$¢ wykazala,
ze aktywno$¢ tuberkulostatyczna zwigzkéw otrzymanych z kwasu 3-cykloheksylo-
propanowego jest zwigzana z obecnoscia w czasteczce ukladu benzimidazolu
lub ukladu typu benzimidazolu. Struktury posiadajagce inne azotowe uklady
heterocykliczne, 1,2,4-triazolo-5(4H)-tionu, 1,3,4-oksadiazolo-2(3H)-tionu lub 5,6,7,8-
tretrahydro-1,2,4-pirymidyny,  nie = wykazaly = aktywnosci  przeciwgruzliczej
in vitro.

Wszystkie otrzymane zwigzki wykazaly niska aktywno$¢ przeciwbakteryjng
(MIC >100 pg/ml) wobec bakterii beztlenowych P. acnes (ATCC 11827) i B. linens
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(ATCC 9174)®. Moze to wskazywa¢ na zwiazek ich mechanizmu dziatania
z zaktocaniem aerobowego funkcjonowania M. tuberculosis [13].

Najbardziej aktywne przeciwgruzliczo zwiazki o strukturach benzimidazolu
zostaly przebadane w kierunku wplywu na proliferacje komorek linii ludzkiego
naskéorka noworodka (ATCC PCS-201-010). Uzyskane wyniki wskazaty
na zroznicowang aktywno$¢ cytotoksyczng w zakresie stezen 10-100 pg/ml, od braku
wplywu na proliferacje dla imidazo[4,5-c]pirydyny poprzez efekt umiarkowanego
dziatania pochodnej 6-chloro-4-nitrobenzimidazolu i pochodnej imidazo[4,5-
b]fenazyny do 100% efektu cytotoksycznego dla pochodnej [4,5-b]pirydyny [13].
Wyniki takie wylaniaja pochodng benzimidazolu i pochodng imidazofenazyny jako
zwiazki o wysokiej aktywnosci tuberkulostatycznej i braku aktywnosci cytotoksycznej
wzgledem testowanych komodrek eukariotycznych. Mozna je zatem uznaé

w badanej grupie za zwiazki o najlepszym potencjale terapeutycznym.

Podsumowanie i wnioski

1. W pracy podjetam tematyke dotyczaca syntezy, charakterystyki, aktywnosci
przeciwbakteryjnej, szczegdlnie przeciwgruzliczej, oraz zalezno$ci struktura —
aktywno$¢ nowych grup zwigzkow zawierajacych w swojej strukturze azotowe
uktady  heterocykliczne  pirydyny,  pirymidyny,  pirazyny, chinoliny
1 benzimidazolu. W sumie zsyntetyzowalam i scharakteryzowalam 292 nowe
zwigzki nieopisane dotad w literaturze chemicznej. Z tej grupy 245 substancji
przebadanych zostalo w kierunku aktywnosci przeciwbakteryjnej, w tym 222
pod katem aktywnosci tuberkulostatycznej, a 117 w kierunku dziatania wzgledem
gatunkow bakterii innych niz M. tuberculosis. Dodatkowo dla 30 zwigzkow
wykonane zostaly badania pod katem aktywnosci przeciwnowotworowe;.

2. Przeprowadzone syntezy pozwolity ustali¢ nowe kierunki reakcji chemicznych,
ktore prowadza do otrzymania ukladow heterocyklicznych m.in. 5,6,7,8-
teterahydro[1,2,4]triazolo[1,3-a]pirymidyny, 1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3]tiazyny,
1,1-ditlenku  3-heteroarylo-2H-benzo[e][1,2,4]tiadiazyny i 3-heteroarylo-2H-
pirydo[4,3-e][1,2,4]tiadiazyny. Posrod zsyntetyzowanych zwigzkéw znalazly sie
réwniez pochodne 1,2,4-triazolo-5(4H)-tionu z aming cykliczng (np. morfoling)
jako podstawnikiem w potozeniu N-4 tego uktadu. Do tej pory potaczenia tego
typu nie byly znane.

62 Badania przeciwbakteryjne i testy cytotoksycznosci zostaty wykonane przez firme Sunny BioDiscovery, Santa Paula, CA, USA.
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3. Dla wszystkich otrzymanych grup zwigzkdéw opracowatam metody syntezy
umozliwiajace ewentualng optymalizacj¢ warunkoéw prowadzenia reakcji, w celu
polepszenia wydajnosci otrzymanych produktow, co wydaje si¢ byc¢ istotne
z punktu widzenia ewentualnego wdrozenia.

4.  Badania krystalograficzne pozwolity okresli¢ budowg przestrzenng zwigzkow
w stanie stalym i inne niz kowalencyjne oddziatywania wystepujace w ich
czasteczkach, np. wewnatrzczasteczkowe 1 migdzyczasteczkowe wigzania
wodorowe, odpowiedzialne za przyjmowanie okreslonej konformacji. Badania
pozwolity roéwniez na rozwigzanie struktur przestrzennych niektorych
pochodnych z sulfonamidynowa grupa funkcyjng. Do tej pory dla zwigzkow z tej
grupy byla postulowana inna struktura tautomeryczna.

5. Wyniki aktywnosci tuberkulostatycznej in vitro pozwolity ustali¢, ze sposrod
otrzymanych zwigzkéw najbardziej aktywne sga pochodne benzimidazolu (MIC
1,5-3,1 pg/ml). W tej grupie znakomitg aktywno$¢, poroéwnywalng z klinicznie
stosowanym izoniazydem, wykazaly zwigzki posiadajace podstawnik 3-
cykloheksylopropylowy w pozycji C-2 pierscienia benzimidazolu lub uktadu typu
benzimidazolu, np. nafto[2,3-d]imidazolu. Ich aktywno$¢ wobec szczepow
opornych byla poréwnywalna z aktywnoscia wobec szczepow wrazliwych.
Badania cytotoksycznosci nie wykazaty toksycznego wptywu tych zwigzkow
na komorki eukariotyczne. Brak aktywnosci wobec szczepow bakterii
beztlenowych P. acnes i B. linens pozwala przypuszczaé, ze aktywno$¢
pochodnych z tej grupy moze by¢ zwigzana z aerobowym funkcjonowaniem
M. tuberculosis.

6. Umiarkowang aktywnos$¢ tuberkulostatyczng wykazaty S,S'-diestry kwasu
benzoiloditiokarbazowego i 1,2,4-triazole (MIC 6,2-25 pg/ml). Stwierdzitam,
ze aktywno$¢ tych substancji nie jest zwigzna z planarng strukturg znacznego
fragmentu czasteczki, jak zakladalam na wstepie. W rozszerzonych badaniach
in vitro zwiazki z tej grupy byty rowniez aktywne wobec innych szczepoéw M.
tuberculosis (m.in. An5, Wells, Kirschberg). Pochodne te nie wykazaly
toksyczno$ci wobec komorek eukariotycznych.

7.  Wsrdd zwigzkéw o nizszej aktywnosci (MIC 25-100 pg/ml) na uwage zastuguja
pochodne N-tlenku pirazyny, ktore wykazaly interesujaca aktywnosci

przeciwgruzlicza oraz pochodne pirazyny o0 umiarkowanej aktywnosci
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przeciwbakteryjnej wzgledem bakterii tlenowych i beztlenowych, m.in. S aureus,

K. pneumoniae, P. magnus, P. asaccharolyticus.

Prowadzone przeze mnie prace naukowe, stanowigce Mmonotematyczny cykl
publikacji, finansowane byly w ramach dziatalnosci wiasnej i statutowej Katedry
1 Zaktadu Chemii Organicznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego oraz czgsciowo
wspoétfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach Kierowanego przeze mnie
grantu nr 2011/01/B/NZ4/01187. W 2006 i 2007 roku za dorobek naukowy tego okresu
mojej dziatalno$ci otrzymatam dwie nagrody naukowe Rektora Akademii Medycznej
w Gdansku.

Interdyscyplinarny charakter prowadzonych przeze mnie badan wymagat
nawiazania wspotpracy krajowej i migdzynarodowej z réznymi osrodkami badawczymi,
m.in. Politechnikg 1o6dzka, Instytutem Gruzlicy i Chorob Pluc w Warszawie,
Uniwersytetem Gdanskim, Politechnikg Gdanska, firmg Sunny BioDiscovery ze Stanow
Zjednoczonych oraz jednostkami Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

W chwili obecnej kontynuuje temat badawczy pracujac nad syntezg pochodnych
1 analogébw benzimidazolu, ktore okazaty si¢ najbardziej obiecujaca grupg zwigzkow.
W wyniku przeprowadzonych syntez otrzymatam kilka substancji bedacych dobrymi
kandydatami na leki przeciwgruzlicze. Zwiazki te charakteryzuja si¢ najlepszym
potencjatem terapeutycznym. Dla wylonionych w wyniku przeprowadzonego farmako-
skriningu substancji zaplanowatam dalszy etap badan, tj. testy in vivo na modelu myszy
CD-1. Zakladam, ze poszerzenie grupy benzimidazoli o kolejne modyfikacje
strukturalne pozwoli okresli¢ elementy struktury odpowiedzialne za ich aktywno$¢
przeciwgruzlicza, a w dalszej perspektywie, wyjasni¢ mechanizm ich dziatania, co po
czesci jest przedmiotem kierowanego przeze mnie grantu Narodowego Centrum Nauki
nr 2011/01/B/NZ4/01187, pt. ,,Poszukiwanie zwigzkéw o aktywnos$ci przeciwgruzliczej

w grupie pochodnych i analogéw benzimidazolu”.

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

° Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk chemicznych
W ramach studiow doktoranckich zajmowatam si¢ badaniem mechanizméw
aktywno$ci pochodnych i analogow antrachinonu wobec komoérek nowotworowych

o opornosci wielolekowej. Kierunek badawczy realizowatam poprzez:
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v' okre$lenie wlasciwosci fizykochemicznych zwigzkéw, m.in. wyznaczenie
pKa, log P,

v' badanie oddziatywania zwigzkéw z DNA eukariotycznym,

v badanie transportu zwigzkow do komorki w oparciu 0 metody
spektrofluorymetryczne,

v’ badanie powinowactwa zwigzkow do organelli komorkowych w oparciu
o mikroskopi¢ konfokalna,

v’ badanie mozliwoéci przywracania aktywnosci przeciwnowotworowej
in vitro antybiotykoéw antracyklinowych wobec komodrek opornych poprzez
skojarzone podawanie z testowanymi zwigzkami.

Prowadzone przeze mnie badania finansowane byly przez Komitet Badan
Naukowych w ramach grantu naukowo-badawczego nr 4 PO5A 062 16, pt. ,,Badanie
mechanizmu aktywnosci cytotoksycznej nowych pochodnych i analogéw antrachinonu
aktywnych na linie komorek nowotworowych o opornosci wielolekowej
z superekspresja bialek transportujacych ABC” realizowanego w latach 1999-2001,
ktorego bytam wykonawca. W 1996 roku Ambasada Republiki Francuskiej
w Warszawie podjeta decyzje o finansowaniu wspdlnego francusko-polskiego projektu
naukowo-technologicznego nr 6609 pt. ,,Molecular basis for the rational design
of antraquinone antitumour agents active on multi-drug resistant tumour cells with
ATP-binding casette transport proteins”, w ktorym petitam rol¢ wykonawcy. W 1997
roku otrzymatam stypendium Rzadu Francuskiego (Bourse du Gouvernment Frangais).
W ramach tego stypendium od wrze$nia do grudnia 1998 r. pracowalam w Laboratoire
de Phisicochemie Biomoleculaire et Celulaire, Université Paris-Nord. Wyniki
prowadzonych przeze mnie badan zostaly opublikowane w 4 artykulach
pelotekstowych 1 10 komunikatach zjazdowych, z czego 3 artykuly pelotekstowe
i 2 komunikaty na konferencjach zagranicznych zostaty opublikowane po uzyskaniu
stopnia naukowego doktora. Jeden artykut zostat wydany w 1998 r. w Anti-Cancer
Drug Design (IF 1,692, KBN 10).

o Po uzyskaniu stopnia doktora nauk chemicznych

Wspolpraca naukowa

1. W ramach zadan statutowych Katedry i Zakladu Chemii Organicznej
prowadzonych pod kierunkiem kierownika prof. dr. hab. Henryka Foksa,

zajmowalam si¢ syntezag nowych pochodnych pirazyny i pirydyny, w tym
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2-hetroarylo-1,2,4-triazoli, 2-heteroarylo-1,3,4-oksadiazoli oraz 2-aminohetero-
arylo-1,3,4-tiadiazoli. Wyniki tych badan opublikowaltam w 5 artykulach
pehotekstowych. Wspodlprace z prof. Foksem kontynuuje do dnia dzisiejszego. W
sumie opublikowatam w ramach tej wspotpracy 13 artykutow naukowych (IF =
9,669) i 10 streszczen zjazdowych.

2. W ramach wspotpracy z prof. dr hab. Ewa Augustynowicz-Kope¢ z Zakladu
Mikrobiologii  Instytutu  Gruzlicy i Chorob Pluc prowadze badania
nad poszukiwaniem nowych pochodnych stosowanych tuberkulostatykow,
izoniazydu i pirazynamidu o0 potencjalnej aktywnosci przeciwgruzlicze;j.
Dotychczasowe wyniki badan zostaly opublikowane w 5 pelnotekstowych
artykutach naukowych (IF = 4,09) i 6 komunikatach konferencyjnych. Obecnie
nasza wspoOlpraca opiera si¢ o realizacje projektu badawczego pod moim
kierunkiem (grant Narodowego Centrum Nauki) nr 2011/01/B/NZ4/01187,
pt.: "Poszukiwanie zwigzkéw o aktywnosci przeciwgruzliczej w grupie
pochodnych i analogéw benzimidazolu", z terminem realizacji w latach 2011-
2014.

3. W ramach wspotpracy z prof. dr. hab. Markiem L. Gtéwka z Instytutu Chemii
Ogolnej 1 Ekologicznej Politechniki L.odzkiej prowadze badania nad zalezno$cia
struktura — aktywno$¢ przeciwgruzlicza dla grupy pochodnych kwasu
hydrazynokarboditiowego. Gtownym celem badan bylo potwierdzenie roboczej
hipotezy na temat korelacji pomiedzy aktywnoscia zwiazkow z tej grupy
a planarnosciag znacznego fragmentu ich struktury. Temat wspotpracy byt
przedmiotem grantu badawczego KBN nr N N204 111735, pt: ,Nowe
tuberkulostatyki dziatajace na lekooporne szczepy Mycobacterium tuberculosis.
Synteza, struktura i aktywno$¢”, z termin realizacji w latach 2008-2011. Do tej
pory w ramach tego tematu badawczego ukazaty si¢ 4 artykuly peinotekstowe
(IF = 2,072). Prof. Marek Glowka jest rowniez glownym wykonawcg
kierowanego przeze mnie grantu NCN.

4. W ramach wspolpracy z dr Marig Dabrowska-Szponar z Zaktadu Mikrobiologii

Lekarskiej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego prowadzilam badania

nad poszukiwaniem aktywnych chemoterapeutykow przeciwdrobnoustrojowych

w grupie sulfonamidynowych pochodnych pirazyny i pirydyny. Uzyskane wyniki

badan opublikowane zostaly w 1 pelnotekstowym artykule naukowym (IF =

1,243).
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5. W ramach wspoétpracy z dr hab. Markiem Koniecznym z Katedry i Zaktadu
Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego bralam udzial w realizacji grantu Komitetu Badan Naukowych
nr 2 POSF 055 28, pt: "Nowe pochodne chalkonu: synteza i wielokierunkowa
ocena przydatno$ci farmakologicznej, ze szczegdélnym uwzglednieniem
aktywnosci wobec komoérek nowotworowych i wielolekoopornych”, z terminem
realizacji w latach 2005-2007.

6. W ramach wspolpracy z dr hab. Anng Kedzig, prof. GUMed, kierownikiem
Zaktadu Mikrobiologii Jamy Ustnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
prowadz¢ badania  dotyczace  poszukiwania nowych  potencjalnych
chemoterapeutykdw przeciwbakteryjnych 1 przeciwgrzybiczych z  grupy
pochodnych pirazyny i pirydyny aktywnych wobec klinicznych szczepow bakterii
chorobotworczych. Uzyskane wyniki badan zostaly upowszechnione w postaci 4
komunikatéw zjazdowych.

7. W ramach wspotpracy z dr. Krzysztofem Bojanowskim z firmy Sunny
BioDiscovery z Santa Paula, CA, USA prowadz¢ badania nad poszukiwaniem
zwigzkow heterocyklicznych aktywnych wobec szczepow bakterii patogennych
wywoltujacych infekcje skorne oraz bakterii beztlenowych odpowiedzialnych
za zakazenia w obrebie jamy ustnej. Artykut naukowy prezentujacy wyniki tej
wspolpracy zostat wystany do redakeji European Journal of Medicinal Chemistry.

8. W ramach wspotpracy z dr. Arturem Sikorskim z Katedry Chemii Fizycznej
Uniwersytetu Gdanskiego prowadze badania nad prototropowa tautomerig
sulfonamidynowej grupy funkcyjnej. Badania obejmujg analizg¢ struktury
krystalograficznej zwigzkow 1 identyfikacje elementow  strukturalnych

odpowiedzialnych za ich rownowage tautomeryczna.

Kierowanie projektami badawczymi

W latach 2005-2010 realizowatam w charakterze kierownika 2 prace wilasne
finansowane przez Akademi¢ Medyczna w Gdansku, a nastepnie Gdanski Uniwersytet
Medyczny: ,Synteza nowych heterocyklicznych  pochodnych amidoksymow
o potencjalnej aktywnosci przeciwbakteryjnej” i ,,Synteza nowych heterocyklicznych
pochodnych 1,2/4-triazolu o potencjalnej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej”.
W grudniu 2011 r. przyznano mi kierownictwo trzyletniego grantu Narodowego
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Centrum Nauki nr 2011/01/B/NZ4/01187, pt. ,,Poszukiwanie zwigzkéw o aktywnos$ci

przeciwgruzliczej w grupie pochodnych i analogdw benzimidazolu”.

Wygloszone referaty naukowe

Referat pt: ,,Synteza nowych pochodnych amidoksyméw o potencjalnym

dziataniu biologicznym” na XXII Sesji Naukowej Wydzialu Farmaceutycznego
Akademii Medycznej w Gdansku, Gdansk, 16 grudnia 2003 r.

Recenzje publikacji naukowych

1.

Monatshefte fiir Chemie — Chemical Monthly 2010 (IF = 1,357): publikacja
dotyczaca nowego szlaku syntetycznego umozliwiajacego otrzymywanie
pochodnych triazolu, pirazolu, tiazolu, pirydyny i chromanu z 1-cjano-4(-4-
etoksyfenylo)tiosemikarbazydu.

Journal of Heterocyclic Chemistry 2011 (IF = 1,22): publikacja dotyczaca
syntezy nowych pochodnych 5-(2H-1,2,3-triazol-4-ylo)-4,5-dihydroizoksazolu
na drodze 1,3-dipolarnej cykloaddyciji.

Letters in Drug Design & Discovery 2012 (IF = 0,872): artykul dotyczacy
wplywu podstawnika w pozycji N-4 nowych hydroksymetylowych
i aminometylowych pochodnych 1,2,4-triazolo-3-tionu na ich aktywnos¢
przeciwbakteryjna.

Letters in Drug Design & Discovery 2012 (IF = 0,872): praca naukowa
dotyczaca nowej klasy pochodnych triazolu i ich aktywnos$ci
przeciwdrobnoustrojowej.

Journal of Heterocyclic Chemistry 2012 (IF = 1,22): publikacja dotyczaca
syntezy i aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej nowych N-podstawionych
5-arylideno-tiazolidyno-2,4-dionow.

Archiv der Pharmazie 2012 (IF = 1,708): praca nt. syntezy pochodnych 1-N'-
podstawionych tiokarbamoilo-3,5-dienylo-4,5-dihydro-(1H)-pirazolu oraz oceny
ich dziatania hamujacego funkcjonowanie ludzkiej monoaminooksydazy.
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 2012 (IF = 2,554): publikacja
nt. syntezy i oceny chalkonéw otrzymywanych z B-jononéw jako aktywnych

zwiazkow przeciwdrobnoustrojowych.
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8.

10.

11.

12.

13.

14.

European Journal of Medicinal Chemistry 2012 (IF = 3,346): artykut dotyczacy
identyfikacji aktywnosci biologicznej, w tym przeciwzapalnej, pochodnych
3-karboamidu i 3-karbohydrazydu gatifloksacyny.

Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 2012 (IF = 2,554): publikacja
nt. syntezy i oceny biologicznej pochodnych 5-aryloksypirazolu posiadajacych
kwas rodanino-3-aromatyczny jako potencjalnych czynnikow przeciw-
drobnoustrojowych.

Molecules 2012 (IF = 2,386): praca nt. syntezy i aktywnosci
przeciwbakteryjnych nowych zwiazkow heterocyklicznych, pochodnych
pirazolu, pirydazyny, oksazolu, zawierajacych ugrupowanie sulfonamidowe.
European Journal of Medicinal Chemistry 2012 (IF = 3,346): artykut dotyczacy
syntezy i aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybicznej nowych
pochodnych tiomocznika z fragmentem kwasu hipurowego.

International Journal of Molecular Sciences 2012 (IF = 2,598): publikacja
nt. syntezy nowych a,p-nienasyconych ketonéw i otrzymywanych z nich
zwigzkow  heterocyklicznych o spodziewanej  aktywnosci  przeciw-
drobnoustrojowe;j.

Letters in Drug Design & Discovery 2012 (IF = 0,872): artykut nt. syntezy
i aktywnosci biologicznej nowych podstawionych pochodnych (3E,5E)-3,5-
diarylideno-1-fenetylopiperydyno-4-onu.

European Journal of Medicinal Chemistry 2013 (IF = 3,346): artykut dotyczacy
syntezy i aktywnosci biologicznej nowych 2-podstawionych pochodnych amino-

1H-benzo[d]imidazol-1-ylo-metylochinazolin-4(3H)-onu.

Otrzymane nagrody naukowe

1.

W roku 2006 otrzymatam zespolowa nagrod¢ naukowa I-go stopnia Rektora
Akademii Medycznej w Gdansku za badania nad syntezg nowych zwigzkow
heterocyklicznych o potencjalnej aktywnosci tuberkulostatyczne;.

W roku 2007 otrzymatam zespotowa nagrode naukowa II-go stopnia Rektora
Akademii Medycznej w Gdansku za badania nad synteza i aktywnoscig

przeciwbakteryjng nowych azotowych zwigzkow heterocyklicznych.
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6. Dorobek naukowy - publikacje pelnotekstowe

1.

Laczna liczba publikacji pelnotekstowych wynosi 34 w tym 29 artykutow
naukowych (Zatacznik Nr 3 — Wykaz dorobku naukowego) o sumarycznym
wspotczynniku oddziatywania IF = 36,463 (557,5 KBN/MNISW).

Laczna liczba publikacji pelnotekstowych po uzyskaniu stopnia naukowego
doktora wynosi 33 w tym 28 artykulow naukowych (Zalgcznik Nr 3 — Wykaz
dorobku naukowego po uzyskaniu stopnia doktora) o0 sumarycznym
wspoélczynniku oddziatywania IF = 34,771 (547,5 KBN/MNISW).

Liczba cytowan publikacji wg bazy Web of Science wynosi 96.

Indeks Hirscha publikacji wg bazy Web of Science wynosi 5.
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