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1. Prezentacja osiagnie¢ stanowiacych podstawe habilitacji - wynikajace 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.)

1.1. Wykaz publikacji stanowiacych podstawe habilitacji

Przedstawiony do oceny cykl 8 prac opublikowanych w latach 2007-2013 nosi tytut
,,Zastosowanie O-podstawionych hydroksyloamin heterocyklicznych do syntezy zwiqzkow o

2

potencjalnej aktywnosci biologicznej.” We wszystkich publikacjach, ktére ukazaty si¢

drukiem w czasopismach anglojezycznych ujetych w bazie Journal Citation Reports o
sumarycznym wspotczynniku oddziatywania IF = 17,526 oraz liczbie punktéw KBN/MNiSW

= 183, jestem pierwszym autorem i autorem do korespondenciji.

P-1  J. Saczewski, A. L. Hudson, A. Rybczynska; 2-[(Arylmethoxy)imino]imidazolidines
with potential biological activities.

Acta Pol. Pharm. - Drug Res. 2009, 66, 671-680. (IF = 0,358; KBN/MNiSW = 9)
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wyborze tematu, syntezie zwiazkow,
opracowaniu wynikow 1 przygotowaniu publikacji. M6j udziat procentowy szacujg na
60%.

P-2  J. Saczewski, A. Hudson, S. Laird, A. Rybczynska, K. Boblewski, A. Lehmann, D.
Ma, M. Maze, H. Watts, M. Gdaniec; N-(Imidazolidin-2-ylidene)-1-arylmethanamine
oxides: synthesis, structure and pharmacological evaluation.

Arch. Pharm. 2012, 345, 33-42. (IF = 1,708; KBN/MNiSW = 20)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na wyborze tematu, syntezie zwiazkow,
badaniach z zastosowaniem modelowania czasteczkowego, opracowaniu wynikow i
przygotowaniu publikacji. M6j udziat procentowy szacujg na 50%.

P-3  J. Saczewski, M. Gdaniec; Regioselective reaction of 2-hydroxyliminoimidazolidine-

O-sulfonate with benzyl bromides.

Pol. J. Chem. 2008, 82, 2107-2113. (IF = 0,518; KBN/MNiSW = 15)

Mo¢j wkiad w powstanie tej pracy polegal na wyborze tematu, syntezie zwiazkow,
badaniach z zastosowaniem modelowania czasteczkowego, opracowaniu wynikow 1
przygotowanie publikacji. Moj udziat procentowy szacujg na 90%.

P-4 J. Saczewski, M. Gdaniec; Synthesis of heterocycles by intramolecular nucleophilic
substitution at an electron-deficient sp® nitrogen atom.

Eur. J. Org.Chem. 2010, 12, 2387-2394. (IF = 3,206; KBN/MNiSW = 32)



P-5

P-6

P-7

P-8

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na wyborze tematu, syntezie zwiazkow,
badaniach z zastosowaniem modelowania czasteczkowego, opracowaniu wynikow i
przygotowaniu publikacji. Méj udziat procentowy szacuj¢ na 90%.

J. Saczewski, M. Gdaniec; First tandem nucleophilic addition—electrophilic amination
reaction of Eschenmoser’s salts: synthesis of cyclic and spiro-fused hydrazonium
salts.

Tetrahedron Lett. 2007, 48, 7624-7627. (IF = 2,615; KBN/MNiSW = 20)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wyborze tematu, syntezie zwiazkdw,
opracowaniu wynikow i przygotowaniu publikacji. M6j udziat procentowy szacuje na
90%.

J. Saczewski, M. Gdaniec, P. J. Bednarski, A. Makowska; Synthesis of aza-aromatic
hydroxylamine-O-sulfonates and their application to tandem nucleophilic addition—
electrophilic 5-endo-trig cyclization.

Tetrahedron 2011, 67, 3612-3618. (IF = 3,025; KBN/MNiSW = 32)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wyborze tematu, syntezie zwiazkoéw,
badaniach z zastosowaniem modelowania czasteczkowego, opracowaniu wynikow i
przygotowaniu publikacji. M6j udziat procentowy szacuje na 80%.

J. Saczewski, M. Gdaniec; Synthesis and molecular structure of (Z)-1H-purin-6-
ylideneaminooxysulfonic acid: a possible secondary metabolite of adenine.
Heterocycl. Commun. 2012, 18, 109-112. (IF = 0,265; KBN/MNIiSW = 15)

Mo¢j wkiad w powstanie tej pracy polegal na wyborze tematu, syntezie zwiazkow,
opracowaniu wynikow 1 przygotowaniu publikacji. M6j udziat procentowy szacujg na
90%.

J. Saczewski, K. Hinc, M. Obuchowski, M. Gdaniec; The tandem Mannich—
electrophilic amination reaction: a versatile platform for fluorescent probing and
labeling.

Chem. Eur. J. 2013, 19, 11531-11535. (IF = 5,831; KBN/MNiSW = 40). M¢j wktad w
powstanie tej pracy polegat na wyborze tematu, syntezie zwiazkow, opracowaniu
wynikow i przygotowaniu publikacji. Moj udziat procentowy szacuj¢ na 80%.

Syntezy wszystkich zwiazkow wykonatem w Katedrze i Zaktadzie Technologii

Chemicznej Srodkéw Leczniczych Wydzialu Farmaceutycznego z OML, Gdanskiego

Uniwersytetu Medycznego, natomiast wspotautorami opublikowanych badan o charakterze

interdyscyplinarnym sa:

- Prof. dr hab. Maria Gdaniec z Wydziatu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza

w Poznaniu, ktéora wykonata badania krystalograficzne otrzymanych zwiazkow
heterocyklicznych (P2-P8);



- Prof. dr hab. Apolonia Rybczynskia, dr Artur Lehmann i dr Konrad Boblewski z
Zaktadu Patofizjologii, Wydziatu Farmaceutycznego z OML GUMed, ktérzy wykonali
badania biologiczne in vivo w zakresie wptywu badanych zwiazkoéw na $rednie cisnienie
tetnicze krwi i czesto$¢ akeji serca szczuroOw normotensyjnych (P1, P2);

- Zespot prof. dr. Alana Hudsona z Department of Pharmacology, University of Alberta,
Edmonton, Kanada, ktory wykonal badania in vitro powinowactwa otrzymanych zwiazkow
do receptorow oy- 1 op-adrenergicznych oraz imidazolinowych 1; i I, z uzyciem
radioligandow (P1, P2);

- Zespot prof. dr. Mervyna Maze z Department of Surgery & Cancer, Imperial College,
Londyn, Wielka Brytania, ktory wykonal badania in vivo nad wplywem otrzymanych
zwiazkow na osrodkowy uktad nerwowy (P2);

- Prof. dr Patrick J. Bednarski z Department of Pharmaceutical and Medicinal Chemistry,
University of Greifswald, Niemcy wraz z dr Anna Makowska z Katedry i Zaktadu
Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych, Wydziatlu Farmaceutycznego z OML
GUMed, ktorzy wykonali badania biologiczne w zakresie cytotoksycznosci in vitro
otrzymanych zwiazkéw wzgledem linii komoérkowych nowotworoéw ludzkich (P-6);

- Dr hab. Michat Obuchowski i dr Krzysztof Hinc z Zaktadu Bakteriologii Molekularnej,
Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG 1 GUMed, ktérzy wykonali badania
dotyczace znakowania sporéw Bacillus subtilis otrzymanym przeze mnie barwnikiem
fluorescencyjnym Safirinium P (P-8).

Oswiadczenia wspodtautorow  krajowych dotyczace udziatu merytorycznego 1

procentowego w opublikowanych pracach przedstawiono w Zataczniku 8.

1.2. Wprowadzenie

Wiasciwosci biologiczne pochodnych hydroksyloaminy

Hydroksylamina (NH,OH) jest stosunkowo nietrwalym zwiazkiem nieorganicznym o
wlasciwosciach redukujacych, podatnym na dzialanie czynnikow elektrofiliwych —
alkilujacych 1 acylujacych a takze aldehydow i1 ketonéw. W kontekécie dziatania
biologicznego jest srodkiem drazniacym skore, drogi oddechowe, oczy i btony sluzowe, a po
przedostaniu si¢ do krwioobiegu hamuje enzymy zawierajace hem jako grupg prostetyczna i
powoduje methemoglobinemi¢. Co wigcej, w uktadzie in vivo hydroksylamina dziata

mutagennie powodujac wymiang (tranzycj¢) zasad G na A oraz C na T.



Biorac pod uwage fakt, iz aminy heterocykliczne, a zwlaszcza heterocykliczne aminy
aromatyczne sa zwiazkami kancerogennymi dla zwierzat,! zastosowanie heterocyklicznych
pochodnych hydroksyloaminy w procesie poszukiwania nowych lekow mogloby wydawac si¢
dziataniem irracjonalnym. O tym jednak, ze niedorzecznos$cia nie jest $wiadcza liczne
przyktady lekéw i1 nietoksycznych pochodnych hydroksyloaminy, kwaséw hydroksamowych,
oksymow, N-hydroksyamidyn 1 N-hydroksyguanidyn pochodzenia naturalnego lub
otrzymywanych na drodze chemicznej, wykorzystywanych w naukach biologicznych,
medycynie oraz farmacji.

Jedna z najlepiej poznanych pochodnych N-hydroksyguanidyny jest L-kanawanina,
antymetabolit argininy pochodzenia naturalnego® (Rysunek 1). Zwiazek ten blokuje
deiminazy argininowe bakterii i pierwotniakow, ktore z kolei stanowia atrakcyjny cel
biologiczny w poszukiwaniach nowych an‘[ybiotyk(')w.3 Natomiast synteza analogéw NC-
hydroksyargininy (Rysunek 1), pierwszego produktu metabolizmu argininy z udzialem
syntazy tlenku azotu (NOS), jest przedmiotem badan w dziedzinie poszukiwan nowych lekow
przeciwnowotworowych,”  rozkurczajacych  naczynia  krwiono$ne  oraz  $rodkow
przeciwdzialajacych niedokrwieniu i niedotlenieniu.> Ponadto pochodne N-hydroksy-
guanidyn moga petic role akceptoréw elektronow oksydazy ksantynowej, zapobiegajacych

tworzeniu nadtlenkéw i wolnych rodnikéw w zespole poreperfuzyjnym.®

HoN N\/\/'\H/OH ANGFN ~_OH N \/\/\m
(6 I
i YooY v i
NH O NH, O OH
arginina L-kanawanina NC-hydroksyarginina

Rysunek 1.

W grupie hydroksyloamin pochodzenia naturalnego na wyréznienie zastuguje takze
kalichaemycyna — wyizolowany z bakterii Micromonospora echinospora calichensis
antybiotyk enediynowy o dziataniu przeciwnowotworowym.’

Z kolei przyktadem syntetycznych hydroksyloamin sa: 1-aminoksy-3-aminopropan
(APA, inhibitor dekarboksylazy ornitynowej) oraz S-(5’-deoksy-5’-
adenozylo)metylotioetylo-hydroksyloamina ~ (AMA,  inhibitor  dekarboksylazy  S-
adenozylometioninowej), ktore  hamujac biosyntez¢ poliamin, takich jak spermina i

spermidyna, ograniczaja wzrost komorek nowotworow okreznicy Caco-2 i HT-29.2


http://pl.wikipedia.org/wiki/Bakterie
http://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=Micromonospora_echinospora&action=edit&redlink=1

Olbrzymie znaczenie W chemii medycznej posiadaja pochodne kwasow
hydroksamowych bedace inhibitorami: kolagenazy Clostridium histolyticum,” deacetylaz
histonow,'® konwertazy czynnika martwicy nowotworéw TNF-o. (TACE),* metaloproteinaz
macierzy ~ zewnatrzkomorkowej,">  cyklooksygenaz  prostaglandynowych,®  anhydraz
weglanowych,™* wazopeptydazy,™ bakteryjnej deformylazy peptydowej™® i glioksalazy-1,*’
ponadto wykazuja dziatanie przeciwpierwotniakowe.18

Jakkolwiek proste oksymy uwazane sa za substancje o niskiej aktywnoS$ci
farmakologicznej,'® pochodne oksymoéw, zwlaszcza o budowie heterocyklicznej, wykazuja
zréznicowane dzialania biologiczne, w tym: pobudzenie receptorow muskarynowych,20
reaktywacje acetylocholinesterazy,” dziatanie przeciwzapalne zwiazane z hamowaniem
uwalniania B-glukuronidazy?® lub NO,® aktywno$é¢ cytostatyczna,? przeciwbakteryjna,”
przeciwgrzybicznafG przeciwwimsowab27 przeciwpierwotniakowav28 dziatanie
antyagregacyjne,” powoduja pobudzenie receptorow aktywowanych przez proliferatory
peroksysoméw (PPAR),* stanowia ligandy receptoréw estrogenowych ERp,*! inhibitory
tyrozynazy,® i reduktazy HMG-CoA* sa aktywatorami kanaldow potasowych BK,*
wykazuja aktywno$¢ diuretyczna® oraz p-adrenolityczna.*®

Natomiast mniej liczne pochodne N-hydroksyamidyny i N-hydroksyguanidyny znajduja
zastosowanie jako $rodki przeciwpierwotniakowe,’ pestycydy,*® inhibitory kinezyn,*® srodki

0 2 przeciwnowotworowe,*
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przeciwbolowe,”® inhibitory proteazy,** $rodki owadobdjcze,”
przeciwpasozytnicze,** donory NO* oraz $rodki rozkurczajace naczynia krwionosne.”

W kontek$cie problemu poszukiwania nowych lekéw, warto zwroci¢ uwage na
zroznicowane funkcje, jakie pelnia ugrupowania wywodzace si¢ z hydroksyloaminy w
strukturze lekow i substancji bioaktywnych (Rysunek 2). W przypadku zwiazkéw petniacych
role donorow NO, hydroksyloamina stanowi element hydroksyguanidyny, co upodabnia

4 W strukturze

czasteczke do naturalnego prekursora NO, jakim jest N®-hydroksyarginina.
antybiotykow cefalosporynowych zadaniem ugrupowania =N-OR jest ostona pierscienia
laktamowego przed atakiem [-laktamazy. Zaprojektowane (B-adrenolityki zawieraja grupe
[(metylenoamino)-oksy|metylowa (C=NOCHs;, MAOMM), ktora w zatozeniach jest
nieklasycznym bioizosterem pierécienia fenylowego.® Wreszcie, aktywno$é biologiczna
kwasow hydroksamowych uwarunkowana jest zdolno$cia wiazania jondéw cynku oraz

podobienstwem strukturalnym do standow przejSciowych reakcji katalizowanych przez

metaloproteazy (analogi stanu przejéciowego)*:



[ HH
H Rj_\\ NG =8
H-N N g N
NSy HZNYN X SON N j;N( /
N | NG NH | - [\ O\ He! R?
HO™ R HO >R SRS COOH
donory tlenku azotu (NO) cefalosporyny
(analogi NC-hydroksyargininy) (ostona grupy laktamowej)
H

_N
" — {7 S5
7 — 8 0 Z.”,/"O
n
| .
LL%_AfJ / : \ Nhis

Nhis  Npjis
zwigzki p-adrenolityczne inhibitory metaloproteaz
(bioizostery pierscienia fenylowego) (wigzanie cynku)

Rysunek 2. Funkcje ugrupowan wywodzacych si¢ z hydroksyloaminy w strukturze zwiazkow

biologicznie czynnych.
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Wiasciwosci chemiczne pochodnych hydroksyloaminy

Pochodne hydroksyloaminy stanowia cenna grupg reagentéw chemicznych, wsrod
ktorych wyrozniamy zwiazki zawierajace atom azotu o wilasciwosciach nukleofilwych lub
elektrofilowych.

W pierwszym przypadku atom azotu zachowuje naturalna nukleofilowa reaktywnos¢
amin (°NH-0-R°"), co wykorzystywane jest w syntezie N-hydroksyamidow,*’ N-hydroksy-
peptydow,*® N-hydroksy p-laktaméw,* kwasow hydroksamowych,”® N-hydroksyimidow,

* izoksazoli,”* nitryli,”® amidéow®™® oraz w reakcjach o-

57

oksym(')w,52 nitronéw,’
oksybenzoilowania aldehydow 1 ketonow.

W drugim przypadku, atom azotu pochodnej hydroksyloaminy potaczony jest z atomem
tlenu zawierajacym grupe $ciagajaca elektrony (°*"NH-O-EWG®), wskutek czego nastepuje
odwrdcenie polarnosci czasteczki, co z kolei manifestuje si¢ wlasciwosciami elektrofilowymi
atomu azotu. Zjawisko czasowego odwrocenia polarnosci po raz pierwszy opisat chemik
niemiecki D. Seebach (reakcja Corey’a - Seebacha), stad w powszechnym uzyciu funkcjonuje
niemieckie okreSlenie ‘umpolung’, a w omawianym przypadku mamy do czynienia z
czasowym odwroceniem ‘nukleofilowej’ reaktywnos$ci atomu azotu.”® Proces, w ktorym atak

nukleofila (Nu?) na elektrofilowy atom azotu ugrupowania °*“NH-O-EWG®" prowadzi do
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wytworzenia produktu Nu-NH; z réwnoczesnym wydzieleniem grupy opuszczajacej O-EWG”
nosi miano elektrofilowego aminowania. W takim przypadku elektrofilowy atom azotu
formalnie peini rol¢ syntonu *NH,, jakkolwiek moze to by¢ azot typu aminowego o

hybrydyzacji sp® lub typu iminowego o hybrydyzacji sp?>.*® Dobre grupy opuszczajace O-

EWG™ znajdujemy w zwiazkach takich jak: kwas hydroksyloamino-O-sulfonowy (HOSA),®
O-alkilo-,** O-arylo-,%? O-acylo-,®® O-fosforylo-,%* O-sililo-,*®> O-sulfonylo-hydroksyloaminy®®
oraz w odpowiadajacych im pochodnych oksymoéw, a takze pochodnych oksazyrydyny®

(Rysunek 3):

A. zwig zki zawierajgce atom azotu sp® B. zwigzki zawierajgce atom azotu sp?
O-podstawione hydroksyloaminy: O-podstawione oksymy:
R R X
N—X C=N
R? R?

X =0-R3, 0-SO,R®,

. X = 0-R3 O- 3 A
O-P(O)R3,, O-SiMe; 0-R”, O-(CO)R®, O-SO,R

2
R\ R3
C. pochodne oksazyrydyny: Rl’C\O/N

Rysunek 3. Pochodne hydroksyloaminy stosowane w reakcjach elektrofilowego aminowania.

Wymiana grupy opuszczajacej (O-EWG) przy elektrofilowym atomie azotu na atom
wegla, azotu, siarki lub fosforu stanowi dogodna metode syntezy zwiazkoéw zawierajacych
wigzanie C-N, N-N, S-N, S=N lub P=N, a w szczegbInych przypadkach O-N.

Jakkolwiek pi$miennictwo dotyczace reakcji elektrofilowego aminowania jest
obszerne, przyklady zastosowan tego typu przemian w syntezie zwiazkow heterocyklicznych
sq nieliczne. W tym aspekcie na wyrdznienie zastuguja cyklizacje Narasaka-Heck (dawnigj

reakcje aza-Heck) przebiegajace z wytworzeniem heterocyklicznych potaczen C-N.%

Przedstawiony do oceny cykl 8. publikacji stanowiacych podstawe mojego dorobku
habilitacyjnego, dotyczy zastosowania O-podstawionych hydroksyloamin heterocyklicznych

typu A i B (Rysunek 4) do syntezy nowych zwiazkéw o potencjalnej aktywnosci biologicznej.
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O-podstawione hydroksyloaminy O-podstawione hydroksyloaminy
2-imidazoliny azyn i diazyn

R = alkil, benzyl lub SO3H; X =CHIub N

Rysunek 4. O-Podstawione hydroksyloaminy heterocykliczne.

Celem badan, ktorych kierunki w duzej mierze wyznaczaty odkrywane stopniowo

wlasciwosci chemiczne substratow, bylo otrzymanie nowych ‘chemotypow’, a wige zwiazkéw

o unikatowej strukturze przydatnych w procesie projektowania nowych lekow. W aspekcie

chemii medycznej przeprowadzone badania stanowia odpowiedZ na zapotrzebowanie

srodowisk naukowych, wyrazane w opiniach na temat malejacej liczby nowo rejestrowanych

lekdw, czego przyczyna jest migdzy innymi oparcie poszukiwan struktur wiodacych na

prostych reakcjach alkilowania, acylowania i kondensacji, mozliwych do zastosowania w

zautomatyzowanej syntezie kombinatorycznej.®® W zaprezentowanym cyklu 8. publikacji

wiodace znaczenie posiadaja bowiem procesy tandemowe, takie jak ‘reakcja nukleofilowej

addycji — elektrofilowego aminowania’, ‘reakcja nukleofilowej addycji — elektrofilowej

cyklizacji 5-endo-trig”’ oraz ‘reakcja Mannicha — elektrofilowego aminowania .
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51. W. C. Groutas, M. J. Brubaker, M. A. Stanga, J. C. Castrisos, J. P. Crowley, E. J. Schatz; J. Med. Chem.
1989, 32, 1607.

52. D. G. Ollett, A. B. Attygalle, E. D. Morgan; J. Chromatogr. 1986, 367, 207.

53. J. Hamer, A. Macaluso; Chem. Rev. 1964, 64, 473.

54.J. M. J. Tronchet, M. A. M. Massoud; Mansoura J. Pharm. Sci. 1988, 2, 99.

55. H. M. S. Kumar, B.V. S. Reddy, P. Tirupathi Reddy, J. S. Yadav; Synthesis 1999, 586.
56. S. Chandrasekhar, K. Gopalaiah; Tetrahedron Lett. 2003, 44, 7437.

57. C. S. Beshara, A. Hall, R. L. Jenkins, K. L. Jones, T. C. Jones, N. M. Killeen, P. H. Taylor, S. P. Thomas, N.

C. O. Tomkinson; Org. Lett. 2005, 7, 5729.
58. D. Seebach; Angew. Chem. Int. Ed. 1979, 18, 239.

13



59. E. Erdik; Tetrahedron, 2004, 60, 8747.

60. R. G. Wallace, Org. Prep. Proced. Int. 1982, 14, 265.

61. S. Yamada, T. Oguri, T. Shioiri; J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1972, 623.

62. T. Sheradsky, G. Salemnick, Z. Nir; Tetrahedron 1972, 28, 3833.

63. Y. Tamura, J. Minamikawa, M. Ikeda; Synthesis 1977, 1.

64. G. Sosnovsky, K. Purgstaller; Z. Naturforsch., Tell B 1989, 44, 582.

65. A. Casarini, P. Dembech, D. Lazzari, E. Marini, G. Reginato, A. Ricci, G. Seconi; J. Org. Chem., 1993, 58,
5620.

66. a) Y. Tamura, J. Minamikawa, M. Ikeda; Synthesis 1977, 1; b) J. G. Krause; Synthesis 1972, 140.

67. S. Andreae, E. Schmitz; Synthesis 1991, 5, 327.

68. a) K. Uchiyama, Y. Hayashi, K. Narasaka; Tetrahedron 1999, 55, 8915; b) M. Kitamura, Y. Shintaku, D.
Kudo, T. Okauchi; Tetrahedron Lett. 2010, 51, 4890; ¢) A. Faulkner, J. F. Bower; Angew. Chem. Int. Ed. 2012,
51, 1675.

69. a) E. Socher, T. N. Grossmann; ChemBioChem 2013, 14, 23; b) W. P. Walters, J. Green, J. R. Weiss, M. A.
Murcko; J. Med. Chem. 2011, 54, 6405; c) R. L. Elliott; Med. Chem. Lett. 2012, 3, 688.

14



1.3. Hipotezy badawcze

1. Podstawowym celem naukowym przedstawionych prac bylo zbadanie mozliwoS$ci
wykorzystania O-podstawionych hydroksyloamin heterocyklicznych typu A i B w syntezie
zwiazkow o potencjalnej aktywnosci biologicznej. Zwiazki typu A byly wczesniej otrzymane
przeze mnie na drodze reakcji 2-chloro-4,5-dihydroimidazolu odpowiednio z kwasem
hydroksyloamino-O-sulfonowym (HOSA)™ oraz O-metylo- i O-benzylo-hydroksyloamina.”

Pierwsza hipoteza badawcza dotyczy zatem mozliwosci otrzymania analogicznych
zwiazkow typu B (X = OSOsH) przy udziale mniej reaktywnych 2-chloroazyn i 2-
chlorodiazyn. Reakcja konkurencyjna wzgledem aromatycznej substytucji nukleofilowej

mogloby bowiem by¢ N-aminowanie pierscienia heterocyklicznego (Rysunek 5):

S)
@ N Cl  HSO,

,"“\/\A HOSA NH
N /)\ s6l N-aminoazyniowa

N Cl
- (T
L osom
N N
H
B
A = CH (pochodne pirydyny, chinoliny, izochinoliny)

A =N (pochodne pirymidyny)

Rysunek 5. Przewidywany przebieg reakcji azyn i diazyn z HOSA.

2. Kolejna hipoteza dotyczy reaktywnosci atoméw azotu O-podstawionych hydroksyloamin
heterocyklicznych typu A i B. W oparciu o ‘intuicj¢ chemika’ endocykliczne atomy azotu
powinny wykazywaé wlasciwosci nukleofilowe, natomiast egzocykliczne atomy azotu
powinny posiada¢ charakter elektrofilowy. Potwierdzenia powyzszej hipotezy w pierwszym
rzedzie poszukiwalem wykonujac obliczenia kwantowo-chemiczne oraz badania
komputerowego modelowania molekularnego, przy czym w omawianych uktadach
heterocyklicznych musiatem wzia¢ pod uwage takze mozliwo$¢ wystapienia tautomerii

annularnej (Rysunek 6):
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Wa
N
H

A

X = OSO3H, OCH3, OCH,Ar

A - pochodne oksymu

NH - nukleofilowe atomy azotu
=N - elektrofilowy atom azotu
o hybrydyzacji sp®

A' - pochodne hydroksyloaminy

=NiNH - nukleofilowe atomy azotu
NH - elektrofilowy atom azotu
o hybrydyzacji sp®

Rysunek 6. Struktury tautomeryczne pochodnych 4,5-dihydroimidazolu (A i A’).

Obliczenia kwantowo-chemiczne tautomerow A i A’ dla pochodnych O-benzylowych i
O-sulfonowych wskazywaly, iz w obu przypadkach w roztworze DMF forma trwalsza
termodynamiczne jest oksym A. Jedynie w przypadku O-sulfonianu w prézni trwalsza forma
jest hydroksyloamina A’ (Rysunek 7):

Ph Ph
H H
N o~ N o~
(o= = [
N N H
H A A
AE -69 0
préznia A 75 0 kcal/mol
B3LYP 631+G*
- 0
DME AE -85 kcal/mol
AG -86 0
H © H ©
N, 0-SOs3 N 0O-SO;
(= e ()N o
N X N oH X
A A
AE O M carmol
préznia Ag 0 -4,5 caimo
B3LYP 631+G* A 58
DME E -~ kcal/mol
AG -5.9

Rysunek 7. Wzgledna trwato$¢ pochodnych oksymu (A) i hydroksyloaminy (A’) (X =
EtsNH").
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Z kolei wyniki badan komputerowego modelowania molekularnego tautomeréw A i A’

przedstawia Rysunek 8:

0.022

I 0.020

0.003

. 0.000

Rysunek 8. Wielkosci tadunkéw naturalnych (u goéry) i gestosei orbitali HOMO [V(e/au®)]
mapowane na powierzchni¢ o ggstosci 0,002 e/au® (u dohu) obliczone metoda funkcjonatu

gestosci B3LYP z zastosowaniem zestawu funkcji bazowych 6-31+G*."

W obu przypadkach (A i A’) gestosé orbitalu HOMO (V(e/au®)) mapowana na
powierzchnie o gestosci elektronowej 0,002 efau®, odpowiadajacej ksztattowi i objetosci
czasteczki, jest wigksza w bezposredniej bliskosci egzocyklicznego atomu azotu N2 niz w
przypadku endocyklicznych atomow N1 i N3, co wskazuje, iz w reakcjach przebiegajacych
pod kontrola orbitalowa powinien uczestniczy¢ egzocykliczny atom azotu. Natomiast
relatywnie wyzsze ujemne tadunki naturalne zlokalizowane sa na endocyklicznych atomach
azotu N1 1 N3, co sugeruje ich udzial w reakcjach kontrolowanych tadunkiem.

Analogiczne obliczenia wykonatem dla tautomerow typu B i B’ (Rysunek 9), z ktérych
wynika iz tautomer hydroksyloaminowy B pochodnej pirydyny jest trwalszy w fazie gazowej
oraz w roztworze DMF, natomiast w przypadku chinoliny oraz izochinoliny w roztworze
DMF obecne sa obie formy tautomeryczne B (hydroksyloaminy) i B’ (oksymu).

Przedstawione na Rysunku 10 wyniki badan komputerowego modelowania

molekularnego wskazuja, ze pod wzgledem struktury elektronowej w obrgbie ugrupowania
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hydroksyguanidynowego tautomery B i B’ nie rdznig si¢ znacznie od omowionych powyzej

tautomerow A 1 A’. Tak wigc, gesto$¢ orbitalu HOMO jest wigksza w bezposrednim

sasiedztwie egzocyklicznego atomu azotu N2, za§ wielkosci zgromadzonych tadunkéw

naturalnych sa wyzsze na endocyklicznych atomach azotu N1. Oznacza to, iz reakcje

kontrolowane tadunkiem powinny przebiega¢ z udzialem endocyklicznych atoméw N1, a w

reakcjach przebiegajacych pod kontrola orbitalowa powinien uczestniczy¢ egzocykliczny

atom azotu N2.

N, 0,524 X -0,606
Y 0 — [ 0
/)\ /O\ // — )\\ /O\ G
N N S~ © 0475 N N7 550
-0,490 H g O 4P H o289 O
0,324
B B'
AE -110 0 kcal/mol
proznia  Ag -11,3 0
B3LYP 631+G*
i 0
DME AE 6.1 kcal/mol
AG  -6.2 0
| 033 4 -— 0,214
~ O - O
N~ N~ s, O N
0512 H 4 0,602 H o/
B B'
A - 0
P E 71 kcal/mol
proznia g 5, 0
B3LYP 631+G* ’ 0
pvp LB 06 kcal/mol
AG 13 0
0,331 R | o
7 /O\ /7 N /O\ /7
N" NS © 0610 N P
-0,522 H O/ o] : H -0,223 O’ (0]
B B'
AE _3!4
proznia AG 32 kcal/mol
B3LYP 631+G*
-1,9
DME AE 0 ’ kcal/mol
AG 0 _117

Rysunek 9. Wzgledna trwato$¢ pochodnych hydroksyloaminy (B) i oksymu (B”).
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Rysunek 10. Obliczone gestosci orbitali HOMO [V(e/au®)] mapowane na powierzchnie o
gestosci 0,002 efau® czasteczek B (po lewej) oraz B’ (po prawej), obliczone metoda

funkcjonatu gestosci B3LYP z zastosowaniem zestawu funkcji bazowych 6-31+G*."

Potwierdzenia zdefiniowanej powyzej hipotezy dotyczacej reaktywnosci O-
podstawionych ~ hydroksyloamin  heterocyklicznych ~ poszukiwalem  na  drodze
eksperymentalnej, tj. w oparciu o przebieg reakcji substytucji nukleofilowej oraz tandemowej
reakcji nukleofilowej addycji — elektrofilowego aminowania. Przedmiotem szczegodlnego
zainteresowania byla mozliwo$§¢ wykorzystania substratow typu A i B do syntezy
bicyklicznych zwiazkow heterocyklicznych zawierajacych wiazania O-N, S-N oraz N-N
(Rysunek 11):

(’_ N>:N'X heterokumulen N .'\’_ N>:CN'X ,:’ N N
SN addycja nukleofilowa - N j elektrofilowe - N \X
K/Y © | aminowanie \_/
A or B

X=0,S,N

Rysunek 11. Schemat proponowanych reakcji tandemowych z udziatem substratow A i B.
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1.4. Zastosowanie O-podstawionych hydroksyloamin heterocyklicznych do syntezy

zwiazkow o potencjalnej aktywnosci biologicznej.

P-1. J. Saczewski, A. L. Hudson, A. Rybczynska; 2-[(Arylmethoxy)imino]imidazolidines
with potential biological activities. Acta Pol. Pharm. - Drug Res. 2009, 66, 671-680

Pochodne imidazoliny stanowia cenna grupg lekow dziatajacych za posrednictwem
receptoréw a-adrenergicznych i/lub imidazolinowych, stosowanych migdzy innymi w terapii
chorob ukladu krazenia,” stanow zapalnych nosa i oka,”* zaburzen hiperkinetycznych
(ADHD),” narkomanii’® i anestezjologii.”” Stad, w pierwszym etapie badan wykorzystatem
obserwacjg, iz O-podstawione heterocykliczne hydroksyloaminy typu A (Rysunek 4, R =
CHyAr) posiadaja cechy strukturalne znanych ligandow receptorow o-adrenergicznych i
imidazolinowych, takich jak: guanabenz,”® aganodyna,” KUM 322 lofeksydyna®! oraz
otrzymane ostatnio w Katedrze i Zaktadzie Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych
GUMed pochodne 2-imidazolinylohydrazonu.®? Jakkolwiek prototypem licznej grupy lekow
imidazolinowych jest klonidyna zawierajaca pojedynczy atom azotu ltaczacy pierScien
aromatyczny z ugrupowaniem imidazolinowym, badania zaleznosci pomigdzy struktura a
aktywnos$cia biologicznac83 (SAR 1 QSAR) wskazuja na mozliwo$¢ zamiany mostka
jednoatomowego na dwuatomowy (lofeksydyna) lub trojatomowy (guanabenz) z
zachowaniem powinowactwa do jednego z receptorow oi-, az-, Iy lub .

Rola mostka laczacego oba pierScienie (aromatyczny i imidazolinowy) ma istotne
znaczenie dla selektywnos$ci dzialania tej grupy lekéw, wptywa takze na farmakokinetyke
poprzez modyfikacje lipofilowosci oraz wiasciwosci zasadowych, ktore z kolei decyduja o
procesach wchtaniania i dystrybucji leku w organizmie. Zwiazki posiadajace atom azotu w
pozycji 2 imidazoliny wykazuja silne wlasciwosci zasadowe, sa protonowane w warunkach
fizjologicznych (pH = 7,4), co z kolei moze by¢ przyczyna stabej penetracji do oSrodkowego
uktadu nerwowego. Leki przenikajace barier¢ krew-mozg, takie jak klonidyna, posiadaja

zatem elektronoakceptorowy pierscien aromatyczny przy egzocyklicznym atomie azotu.

20



Oczekiwatem zatem obnizenia zasadowosci zwiazkow typu A dzigki obecnosci ugrupowania

O-CH-Ar przy egzocyklicznym atomie azotu N2 (Rysunek 12):

Cl
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\ _
_ N—N
N—N
ol SN, i )N,
H,N cl HoN
guanabenz aganodyna

Cl

A 7
Cl 1 1
QN . RN i
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Cl N_NYNH — Cl ;'S — ' ? N\7/NH :
HN-L :
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. 4 N
0 CH3 / \ A /CH3
\S\ —N N—N N
Cl 7 “NH -
N_J HN
lofeksydyna 2-imidazolinylohydrazony

Rysunek 12. Analogi klonidyny z przedtuzonym mostkiem taczacym pierScien aromatyczny z

ugrupowaniem imidazoliny.

Syntez¢ 14. zwiazkoéw typu A (Rysunek 13, zwiazki 1-14) przeprowadzitem na drodze
reakcji 2-chloro-4,5-dihydroimidazolu z analogami O-benzylohydroksyloaminy, ktore z
uwagi na niedostgpno$¢ komercyjna otrzymatem rutynowa metoda Gabryela.

Przeprowadzone badania in vitro powinowactwa zwiazkéw 1-14 wzgledem receptorow
ou-, ax-adrenergicznych oraz imidazolinowych Iy i 1, dowiodty, iz wigkszos¢ z nich wykazuje
brak lub znikome (mikromolowe wartosci K;) powinowactwo do receptorow oip- oraz Iy i Io.
Submikromolowe wartosci K; wzgledem receptorow oy-adrenergicznych odnotowano
natomiast dla zwiazkéw posiadajacych podstawniki takie jak: naftylowy, benzhydrylowy i

fluorenylowy (Rysunek 13). Lipofilowos¢ zwiazkéw nie byta czynnikiem decydujacym o
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dziataniu biologicznym, bowiem analogi zawierajace podstawnik tritylowy lub bifenylowy

wykazaly znacznie nizsza aktywnos¢.

0 o}
ArCH X, Et;N ] N,H,
NOH ———————— N-O CH,Ar
DMF EtOH
o} o}
ArCHo. oA H
ONH, * NYNH - [ >:N 1-14
& CH.Cl, N b—\
H Ar
no- ”OQ
Ki(ap) = 107 nM 553 nM 755 nM

Rysunek 13. Synteza pochodnych 2-(benzyloksyimino)imidazolidyny 1-14.

Z kolei w badaniach in vivo z uzyciem szczuréw rasy Wistar zwiazki wykazujace
powinowactwo do receptoroOw o-adrenergicznych, podane w duzych dawkach rzedu 10
mg/kg nie wykazaty wptywu na ci$nienie tgtnicze krwi 1 czgstos$¢ akcji serca. Oznacza to brak

aktywnos$ci wewngtrznej tej klasy zwiazkow wzgledem receptorow adrenergicznych.
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Kolejny watek moich badan nawiazywal do prowadzonych wcze$niej w Katedrze i
Zaktadzie Chemii Organicznej AMG syntez analogow klonidyny zawierajacych grupe
hydroksylowa przy egzocyklicznym atomie azotu N2. W zatozeniach zwiazki typu C
(Rysunek 14) o obnizonej lipofilowosci miaty dziala¢ obwodowo za posrednictwem
receptorow a-adrenergicznych. 2% Rzeczywiscie, po podaniu dozylnym szczurom rasy
Wistar zwiazki typu C wykazaly dzialanie hipotensyjne, za§ w badaniach in vitro wplyw
antyagregacyjny na ptytki krwi ludzkiej za posrednictwem receptorow  oa-

adrenergicznych.®®
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Rysunek 14. Badane wczesniej reakcje 2-chloro-4,5-dihydroimidazolu z N-arylohydroksylo-

aminami i N-benzylohydroksyloaminami.
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Podjete wowczas proby otrzymania analogow N-benzylowych typu D nie powiodty si¢ z
uwagi na przebieg reakcji O-heteroalkilowania i rozklad produktow typu E na drodze
spontanicznej reakcji retro-enowej (Rysunek 14).%

W mojej pracy wykorzystujac otrzymana wczesniej 2-(benzyloksyimino)imidazolidyne
(zwiazek 1, publikacja P-1) opracowatem dogodna metode¢ syntezy niedostepnych wczesniej
zwiazkow typu D (Rysunek 15). W pierwszym etapie zwiazek 1, ktéry mozna traktowaé jako
pochodna hydroksyloaminy z chroniona benzylem grupa hydroksylowa, poddalem reakcji
benzylowania przy egzocyklicznym atomie azotu, otrzymujac trzeciorzedowe pochodne
hydroksyloaminy 15-27. Nastepnie zdjatem ochron¢ z grupy hydroksylowej na drodze
uwodornienia w obecnosci katalizatora palladowego uzyskujac pozadane zwiazki 28-40. W
celu przeprowadzenia badan biologicznych, wolne zasady przeprowadzitem w rozpuszczalne
w wodzie chlorowodorki 41-53.

W kontekscie regioselektywnego przebiegu reakcji benzylowania zwiazku 1 przy
egzocyklicznym atomie azotu nalezy przyjaé, iz reakcja ta przebiega pod kontrola orbitalowa

z udziatem orbitalu HOMO zlokalizowanego w sasiedztwie egzocyklicznego atomu azotu N2.

H 1. ArCH-X
N O 2. K,COs N H,, Pd/C N OH
S D = 5 N
[N>:N N>_N\CH A [N>_N\
r
H H 2 N CHLAr
1 15-27 28.40
H
H
N\>_ OH N © HCl N OH
N N\CH A - N>_N\ - [@7 N,
AT CHAr N CHAr
H D H H 2
a-iminohydroksyloamina a-aminonitron 41-53
O O Kiog [nM] | Kjap [nM] | ICsq Iy [NM] | Kl [NM]
Ar =

31 9 1020 46

Ar = OO 137 92 1640 415

Rysunek 15. Synteza i struktura N-(4,5-dihydroimidazol-2-ilo)-N-(arylometylo)-

hydroksyloamin.
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Na komentarz zastuguje takze fakt, iz wolne zasady 28-40 moga wystgpowa¢ w formie
dwoch tautomerow: a-iminohydroksyloamin i a-aminonitronéw (Rysunek 15). Zjawisko tego
rodzaju obserwowano bowiem weczeéniej dla pochodnych hydroksyloaminy typu C.* Badania
rentgenostrukturalne wykazaty, iz w fazie statej zwiazki te posiadaja strukturg¢ nitonow, a
poddane dziataniu kwasu mineralnego ulegaja protonowaniu przy atomie tlenu tworzac sole o

strukturze hydroksyloamin 41-53 (Rysunek 16).

Rysunek 16. Rysunek ORTEP hydroksyloaminy (u géry) oraz nitronu (u dotu).

Forma a-aminonitronu przewaza takze w roztworze, co potwierdzitem eksperymentalnie
w oparciu o analize widm 'H i BC-NMR wolnych zasad. Przeprowadzilem ponadto
obliczenia energii swobodnych Gibbsa AG (298.15 K) i momentéw dipolowych obu form
tautomerycznych z zastosowaniem metody Hartree-Focka oraz funkcjonatu gestosci B3LYP z
zestawem funkcji bazowych 6-31+G*"? zaréwno dla fazy gazowej jak i roztworow:
metanolowego i wodnego z uzyciem modelu solwatacyjnego SM38.%8 7 obliczen tych wynika,
Ze o-aminonitron jest tautomerem korzystniejszym energetycznie oraz charakteryzuje sig
wyzszym momentem dipolowym niz a-iminohydroksyloamina, co warunkuje stabilizacj¢ tej
formy w rozpuszczalnikach polarnych.®

Otrzymane zwiazki przebadano pod katem powinowactwa do receptorow oy- I op-
adrenergicznych, a takze imidazolinowych I; oraz l,. Najwyzsza aktywnoscia w tym
wzgledzie, przy braku selektywnosci, odznacza si¢ pochodna zawierajaca ugrupowanie
benzhydrylowe, dla ktorej wartosci Kjop, Kioiy oraz Kil, wynosza odpowiednio 9 nM, 31 nM
oraz 46 nM. Zastapienie podstawnika benzhydrylowego 1-naftylowym powoduje obnizenie
aktywno$ci ay- oraz op-adrenergicznej z jednoczesnym zachowaniem powinowactwa do

receptorow imidazolinowych I,.
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W badaniach in vivo z uzyciem szczurow rasy Wistar pochodna benzhydrylowa podana
droga dozylna w dawce 0,1 mg/kg nie wykazywata wptywu na cis$nienie tetnicze krwi,
zaobserwowano natomiast spadek czgstos$ci akcji serca o 30 uderzen na minute. Wedtug
farmakologow, obserwowana bradykardia - wobec braku dzialania hipotensyjnego - moze by¢
wywotana blokada receptorow Pi-adrenergicznych. Z kolei pochodna 1-naftylowa, bedaca
analogiem nafazoliny, podana w dawce 1 mg/kg wykazalta efekt dwufazowy, typowy dla
o$rodkowo dziatajacych agonistow receptoréw op-adrenergicznych, takich jak klonidyna:
poczatkowy krotkotrwaty wzrost ci$nienia tgtniczego krwi (AMAP = 14 mmHg) z odruchowa
bradykarda (AAS = -42 bpm) i nastgpujace po tym dlugotrwale dziatanie hipotensyjne
(AMAP = -15 mmHg). Wzrost ci$nienia zwiazany jest z wptywem na naczyniowe receptory
apg-adrenergiczne i/lub pobudzeniem obwodowych receptorow ay-adrenergicznych Po
przekroczeniu bariery krew-mozg, co najwidoczniej ma miejsce w przypadku pochodnej 1-
naftylowej, dominujacy wptyw badanego zwiazku na osrodkowe receptory a-adrenergiczne
manifestuje si¢ obnizeniem napigcia uktadu wspotczulnego, a w konsekwencji spadkiem
ci$nienia tgtniczego krwi na obwodzie.

Reasumujac, najbardziej interesujacym z farmakologicznego punktu widzenia jest
pochodna benzhydrylowa, ktora wykazuje wysokie powinowactwo do receptorow ou- i op-
adrengicznych, przy rownoczesnym stabym wplywie na uklad krazenia i braku efektu
sedacyjnego. Powyzszy profil dziatania moze by¢ korzystny dla zastosowan medycznych nie
obejmujacych nadci$nienia tgtniczego, takich jak terapia hiperplazji naczyniowej.90 Warto
takze zauwazy¢, ze wolne zasady - podobnie jak inne zwiazki o strukturze nitronowej - moga
takze wykazywa¢ dzialanie neuroprotekcyjne wzgledem komorek narazonych na stres

oksydacyjny.*!
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Opisane w poprzedniej pracy wyniki regioselektywnego alkilowania 2-
(benzyloksyimino)imidazllidyny przy egzocyklicznym atomie N2 nie byty przypadkowe,
bowiem w kolejnych badaniach wykazatem, ze analogiczny przebieg ma reakcja O-sulfonianu
2-hydroksyiminoimidazolidyny (pochodnej heterocyklicznej hydroksyloaminy typu A, X =
OSO3H). Reakcje prowadzace do utworzenia zwiazkéw 54-57 przedstawia Rysunek 17, a
wyniki badan rentgenograficznych produktu N-benzylowania z 2-bromometylopirydyna
obrazuje Rysunek 18.
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Rysunek 17. Regioselektywne alkilowanie O-sulfonianu 2-hydroksyiminoimidazolidyny.

Rysunek 18. Rysunek ORTEP produktu benzylowania O-sulfonianu 2-hydroksyimino-

imidazolidyny.
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Komentujac regioselektywny przebieg reacji benzylowania O-podstawionej pochodnej
imidazolidyny typu A warto przytoczy¢ wyniki uzyskane przez innych badaczy, zobrazowane
na Rysunku 19. Zaréwno pochodne amidyny typu F (okreslane mianem ‘ambidentnych
nukleofili protomerycznych’),** amidyny heterocykliczne typu G (nazywane 1,3-
dinukleofilami),”® jak i pochodne 2-aryloiminoimidazolidyny typu H® ulegaly atakowi

reagentow elektrofilowych przy mniej zasadowym atomie azotu o hybrydyzacji sp?.

R
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PNH, D—NH, @NHz — (\FNH
R R N HI\\I
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HoN R-X H-N H Q R-X N @
2 } R' }
S & e
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Rysunek 19. Regioselektywne alkilowanie pochodnych ambidentnych nukleofili o strukturze

pochodnych amidyny i guanidyny.

Autorzy wspomnianych powyzej publikacji argumentuja, ze obserwowany przebieg
reakcji mozna tlumaczy¢ reguta Curtina-Hammetta,*® teoria twardych i migkkich kwasow i
zasad (HSAB)® lub po prostu uwarunkowaniami sterycznymi.** Wyniki przeprowadzonych
przeze mnie obliczen kwantowo-chemicznych zaprezentowane w podrozdziale 1.3. Hipotezy
Badawcze sugeruja, iz jedna z przyczyn moze by¢ fakt, iz badane reakcje benzylowania
przebiegaja pod kontrola orbitalowa, nie sa za$§ kontrolowane ladunkiem. Jakkolwiek
mechanizm przeprowadzonych reakcji nie byl przedmiotem moich dociekan, biorac pod
uwage fakt, iz reakcja benzylowania prowadzona byta w temperaturze otoczenia, a wylaczny
produkt podstawiony przy egzocyklicznym atomie azotu N2 jest trwalszy o 2,5 kcal/mol od
produktu podstawionego przy atomie endocyklicznym N1 (Rysunek 20), mozna
przypuszczaé, iz otrzymane produkty sa uprzywilejowane zaréwno kinetycznie jak i

termodynamicznie.
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pochodna N1-benzylowa pochodna N2-benzylowa
E =-1252.154077 a.u. E =-1252.158153 a.u.

Rysunek 20. Zoptymalizowane struktury produktow benzylowania przy endocyklicznym
atomie azotu N1 (po lewej) oraz egzocyklicznym atomie azotu N2 (po prawej). Zwiazki
optymalizowano metoda B3LYP/6-31+G*.
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W kolejnych etapach swoich badan zajalem si¢ zastosowaniem O-podstawionych
hydroksyloamin do syntezy nowych ukladow heterocyklicznych na drodze reakcji
tandemowych. Punktem wyjscia byly przeprowadzone i opisane przez mnie wcze$niej reakcje
pochodnej imidazoliny A (Rysunek 4, X = OSO3H) z aldehydami, ketonami, disiarczkiem
wegla oraz izotiocyjanianami arylowymi, przebiegajacymi z wytworzeniem zwiazkow

bicyklicznych™ (Rysunek 21):
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Rysunek 21. Opisane wczesniej reakcje pochodnej hydroksyloaminy A.

Przedstawione powyzej reakcje umozliwily otrzymanie zwiazkéw heterocyklicznych
zawierajacych wigzanie N-O lub N-S, zatem w pierwszym rzedzie postawitem przed soba
zadanie opracowania metod syntezy nieopisanych wczesniej uktadow bicyklicznych
zawierajacych wiazanie N-N, na drodze reakcji tandemowych.

W tym celu zwiazek A przeprowadzitem w sol trietyloaminiowa, ktora poddatem reakc;ji
z izocyjanianami aromatycznymi (Rysunek 22). Pomimo wysokiej podatnos$ci izocyjaniandw
aromatycznych na atak aminowej grupy NH, reakcja nukleofilowej addycji zwiazku A do
heterokumulenu wymagata ogrzewania substratow w temperaturze 80°C, a jej produktami
byty pochodne karbamoilowe 58 i 59, ktore wyizolowatem i scharakteryzowatem na drodze
analizy elementarnej oraz widm IR 1 NMR. Fakt, iZ w obecnosci nadmiaru trietyloaminy
reakcja takze zatrzymywala sig¢ na etapie tworzenia adduktéw 58 i 59 wskazuje, ze funkcja
karbamoilowa nie jest podatna na elektrofilowe aminowanie atomem azotu o hybrydyzacji
sp®. Natomiast zastosowanie silnej zasady (10% wodnego roztworu NaOH) prowadzito do
generowania ambidentnego anionu amidowego I, ktory natychmiastowo ulegal aminowaniu
przy atomie azotu z rdwnoczesnym odejéciem grupy SO4> i wytworzeniem pochodnych

imidazo[2,1-c][1,2,4]triazolo-3(5H)-onow 60 1 61. Nie obserwowalem natomiast reakcji
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konkurencyjnej elektrofilowego aminowania ambidentnego anionu J przy udziale atomu tlenu
(Rysunek 22):
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Rysunek 22. Otrzymywanie pochodnych 2-aryloimidazo[2,1-c][1,2,4]triazolo-3(5H)-onu.

Zachgcony pomyslnym wynikiem reakcji N-aminowania ugrupowania karbamoilowego,
przeprowadzitlem analogiczne reakcje z komercyjnie dostgpnym p-tolilosulfonylo
izocyjanianem oraz arylosulfonylo karbamoylidami 4-(dimetyloamino)-pirydynowymi, ktore
sa trwalymi substytutami izocyjanianoéw arylosulfonowych.97 W tym przypadku powstajace w
pierwszym etapie produkty addycji nukleofilowej w obecnosci trietyloaminy generuja
ambidentny anion (K), ktéry ulega spontanicznej reakcji elektrofilowego aminowania przy
atomie azotu. Otrzymane na tej drodze imidazo[2,1-c]-[1,2,4]triazolo-3(5H)-ony (62-67)
poddatem nastepnie reakcjom acetylowania i benzylowania przy atomie azotu N7 uzyskujac

odpowiednie pochodne 68 i 69 (Rysunek 23):
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Rysunek 23. Otrzymywanie pochodnych 2-arylosulfonyloimidazo[2,1-c][1,2,4]triazolo-
3(5H)-onu.

Fakt, iz reakcje pochodnej imidazoliny A z reaktywnymi izocyjanianami aromatycznymi
wymagaly stosunkowo drastycznych warunkéw (80°C, Rysunek 22) sklonit mnie do
ponownego zajgcia si¢ opisana wczesniej reakcja tego zwiazku z mniej reaktywnymi
izotiocyjanianami, ktéra wczesniej prowadzitem w temperaturze 20°C otrzymujac 3-fenylo-2-
fenylimino-2,6,7,8-tetrahydroimidazo[1,2-a][1,3,5]triazyno-4(3H)-tion.” Obecnie
wykazalem, ze analogiczna reakcja prowadzona w temperaturze 40°C ma charakter
tandemowy, co umozliwia otrzymanie pozadanych pochodnych imidazo[2,1-
c][1.2.4]tiadiazolu (71-73) zawierajacych wiazanie N-S. W tym przypadku dla
wygenerowania ambidentnego anionu tioamidowego L wystarczylo zastosowanie

trietyloaminy (Rysunek 24):
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Rysunek 24. Synteza pochodnych imidazo[2,1-c][1.2.4]tiadiazolu70-73.

Struktury produktow N-aminowania ambidentnych anionéw amidowych i tioamidowych
potwierdzitem migdzy innymi w oparciu o wyniki badan rentgenostrukturalnych

monokrysztatlow (Rysunek 25):

Rysunek 25. Rysunki ORTEP wybranych produktow.

W omawianej publikacji przedstawitem takze wyniki badan teoretycznych reakcji
elektrofilowego aminowania ambidentnych anionow amidowych J (Rysunek 22) i K
(Rysunek 23) oraz anionu tioamidowego L (Rysunek 24) przy udziale atomu azotu o
hybrydyzacji sp®>. Modelowanie powyzszych reakcji nawiazuje do prowadzonych na
przetomie XX 1 XXI wieku obliczen kwantowo-chemicznych, ktérych celem byto wykazanie,
iz chlorki winylowe moga ulega¢ reakcji substytucji nukleofilowej SN2 z odwroceniem

konfiguracji*® oraz zbadanie analogicznych z mechanistycznego punktu widzenia reakcji
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substytucji nukleofilowej przy atomie azotu o hybrydyzacji sp?® takich jak przegrupowanie

Boulton-Katritzkyego.'® Nalezy réwniez przypomnie¢, iz ambidentne aniony amidowe
wytworzone dziataniem silnych zasad, ulegaja reakcjom alkilowania na atomie azotu,'®* za$
reakcje z elektrofilowymi karbenami prowadza do powstania mieszaniny N-podstawionych

102 W tym kontekscie reakcje aminowania

amidoéw oraz O-podstawionych iminoeterow.
ambidentnych anion6w amidowych 1 tioamidowych przy zastosowaniu zwiazkow
zawierajacych atom azotu o hybrydyzacji sp’ nie byly wezesniej badane.

Tak wigc, z mechanistycznego punktu widzenia elektrofilowe aminowanie anionéw typu
I, K oraz L mozna traktowaé jako wewnatrzczasteczkowa reakcjg substytucji nukleofilowej
(reakcje typu Sn2) przy atomie azotu o hybrydyzacji sp?, ktéra moze przebiega¢ zgodnie z
mechanizmem Sy2rn (atak nukleofilowy poza ptaszczyzna poprzez interakcje z orbitalem ©*
grupy iminowej) lub mechanizmen Sn2c (atak nukleofilowy w ptaszczyznie), gdzie nukleofil

atakuje orbital o* wigzania N-O przy iminowym atomie azotu (Rysunek 26):
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Rysunek 26. Mechanizmy Sn2n oraz Sy2c  wewnatrzezasteczkowej — substytucji

nukleofilowej.

Aby przyblizy¢ natur¢ omawianych procesow przeprowadzitem obliczenia teoretyczne i
badania stanow przejsciowych reakcji aminowania z zastosowaniem metod komputerowego
modelowania molekularnego funkcjonatu gestosci B3LYP/6-31+G*. Jak pokazano na
Rysunku 27, uprzywilejowane reakcje N-aminowania anionéw amidowych | i K oraz S-
aminowania anionu tioamidowego L przebiegaly wylacznie z udziatem planarnych stanow

przejsciowych Sy2c (TS-1, TS-K oraz TS-L), dla ktorych obliczone energie aktywacji AGH
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wynosza odpowiednio: 11,09, 23,74 oraz 15,32 kcal/mol. Podstawienie opuszczajacej grupy
siarczanowej atomem azotu lub siarki przebiega w sposob niemal liniowy, gdyz katy wigzan
N-N2-O oraz S-N2-O w strukturach stanéw przejéciowych wynosza odpowiednio 169,8°,
170,7° oraz 163,9°. Prostopadle do pierécienia imidazoliny orbitale p(m) egzocyklicznego
wiazania C=N2 nie uczestnicza w tworzeniu i rozrywaniu wiazan typu o. Wigksza dlugos¢
wigzania N2-O w strukturze stanu przejSciowego odpowiada wyzszej energii aktywacji
skoordynowanego procesu Sy2. Wszystkie badane teoretycznie reakcje sa egzotermiczne (AG
w zakresie od -19,64 kcal/mol do -59,52 kcal/mol), przy czym N-aminowanie anionu arylo-
amidowego | charakteryzuje si¢ najnizsza bariera energetyczng i jest bardziej egzotermiczne,
w poréwnaniu do reakcji biegnacych z udzialem anionu tioamidowego L oraz anionu

arylosulfonylo-amidowego K.

Rysunek 27. Dhugosci wiazan N-N, S-N i N-O [A] oraz katy wiazan N-N-O i S-N-O [°] w
strukturze stanow przejsciowych TS-1 (po lewej), TS-K (w srodku) i TS-L (po prawej) dla
reakcji typu Sn2c

Reasumujac, opracowane przeze mnie reakcje wewnatrzczasteczkowej substytucji
nukleofilowej przy atomie azotu o hybrydyzacji sp’® pozwalaja na dogodne otrzymanie
szeregu pochodnych 2-arylo(arylosulfonylo)imidazo[2,1-c][1,2,4]triazol-3-onu oraz 3-imino-
imidazo[2,1-c][1,2,4]tiadiazolu, ktore z uwagi na cechy strukturalne moga znalez¢
zastosowanie w projektowaniu nowych lekow, zwlaszcza przeciwbakteryjnych,'®

antyproliferacyjnych'® lub agonistow receptora neuropeptydowego Y (NPY).X%
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Opisane w poprzednim podrozdziale wyniki aminowania ambidentnych aniondéw
amidowych przy atomie azotu daly asumpt do opracowania syntezy bicyklicznych
pochodnych imidazo[2,1-c][1,2,4]triazolu, zawierajacych czwartorzedowe ugrupowanie
hydrazoniowe, opartej na tandemowej reakcji nukleofilowej addycji — elektrofilowego
aminowania.

Czwartorzedowe sole amoniowe znajduja szerokie zastosowania komercyjne jako $rodki

113

antyseptycznye, $rodki czystosci®®**? fungicydy™® érodki ochrony roglin'®®*** dodatki do

kosrnetyl<c'>w106’108’114 i materialy dentystyczne.'™> Zwiazki te sa takze stosowane jako $rodki
zmigkczajace tkaniny, skladniki odzywek do wlosow oraz katalizatory przeniesienia
fazowego w syntezie organicznej.'® W ostatnim czasie podjeto szereg programow
badawczych dotyczacych poszukiwan soli amoniowych wykazujacych dziatanie

17420 57 eciwastmatyczne® 2 lub przeciwbolowe. 1%

pl’ZGCiWﬂOWOtWOI’OWG

Niestety wickszo$¢ znanych obecnie czwartorzegdowych soli amoniowych wykazuje
wady ograniczajace ich uzycie, takie jak zjawisko opornosci mikrobiologicznej, staba
zgodno$¢ chemiczna z innymi materiatami, ograniczona biodegradowalno$¢ w warunkach

gospodarki $ciekowej.*?® Z tych powodéw istnieje potrzeba poszukiwania nowych struktur
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chemicznych, zréznicowanych pod wzgledem liczby 1 rodzaju heteroatomoéw, grup
funkcyjnych oraz uktadéw aromatycznych.

Opracowana przeze mnie metoda syntezy soli czwartorzegdowych polega na reakcji O-
sulfonianu 2-hydroksyiminoimidazolidyny (A) z sola Eschenmosera w stosunku molowym
2:1 w obecnosci trietyloaminy, a jej produktem jest 2-hydroksyliminoimidazolidyno-O-
sulfonian 2,2-dimetylo-3,5,6,7-tetranydro-2H-imidazo[2,1-c][1,2,4]triazoliniowy (74), ktory
powstaje z wydajnoscia 64% (Rysunek 28).

Omawiany proces ma przebieg dwuetapowy, gdzie najpierw w wyniku reakcji Mannicha
z udzialem soli Eschenmosera powstaje aminal (M), z ktorego na drodze
wewnatrzczasteczkowej reakcji elektrofilowego aminowania trzeciorzgdowego atomu azotu
powstaje produkt 74 zawierajacy wiazanie N-N*. Proby izolacji zwiazku przejsciowego (M) z

mieszaniny reakcyjnej nie powiodly sig, co wskazuje na spontaniczny charakter procesu

aminowania.
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Rysunek 28. Tandemowa reakcja Mannicha — elektrofilowego aminowania.

Dazac do otrzymania analogow imidazo[2,1-c][1,2,4]triazolu 74 zwrécitem uwage na
mozliwos¢ zastagpienia soli Eschenmosera aminalami benzotriazolowymi, ktére stanowia
prekursory soli Eschenmosera.*?’ Jak przedstawiono na Rysunku 29, N-(alkiloaminometylo)-
benzotriazole (aminale) w roztworze wystepuja w réwnowadze z para jonowa anionu
benzotriazoliowego i kationu iminiowego, ktory wulega reakcji Mannicha przy
endocyklicznym atomie azotu substratu A, a nastgpnie spontanicznej reakcji elektrofilowego
aminowania. Produktami reakcji tandemowej sa odpowiednie sole triazoliniowe 75-79,

powstajace z wydajnosciami 44-68%.
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Rysunek 29.

Strukture zwiazkow 74-79 okreslitem na podstawie danych spektroskopowych IR, *H-
NMR, ®C-NMR, 2D NMR: HSQC i HMBC oraz analize rentgenograficzng monokrysztatu
pochodnej pirolidyny (Rysunek 30). Skondensowany bicykliczny uktad czwartorzedowego
kationu jest splaszczony, ale nie plaski, a endocykliczne wartosci katow torsyjnych nie
przekraczaja 30°. Atom azotu (N4A) taczacy skondensowane pierScienie posiada
hybrydyzacje pomiedzy sp® a sp® (suma katéw 335°). Diugo$é wiazania Nya-Csa rowna 1.384

A wskazuje na stabe sprzezenie orbitalu p Nya z uktadem n amidyny (Nia, Csa, Nga).

Rysunek 30. Rysunek ORTEP 2-hydroksyliminoimidazolidyno-O-sulfonianu 3,5,6,7-
tetrahydro-2H-imidazo[2,1-c][1,2,4]triazoliniowego.
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Jakkolwiek dotychczasowe proby zastapienia anionu 2-hydroksyliminoimidazolidyno-O-
sulfonianowego jonem chlorkowym przy zastosowaniu zywic jonowymiennych nie powiodty
sig, opracowana metoda syntezy zwiazkow heterocyklicznych zawierajacych wiazanie N-N"

stanowita dla mnie wazne osiagniecie nadajace kierunek dalszych badan.
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P-6.  J. Saczewski, M. Gdaniec, P. J. Bednarski, A. Makowska; Synthesis of aza-aromatic
hydroxylamine-O-sulfonates and their application to tandem nucleophilic addition—
electrophilic 5-endo-trig cyclization. Tetrahedron 2011, 67, 3612-3618.

Kontynuujac badania nad synteza i reaktywno$cia O-podstawionych hydroksyloamin
heterocyklicznych*®'?°  otrzymatem szereg nieopisanych wczeéniej azaaromatycznych
hydroksyloamino-O-sulfonianéw typu B (Rezdzial 1.3. Rysunki 9 i 10) z zamiarem
wykorzystania ich do syntezy nowych uktadéw heterocyklicznych na drodze reakcji
tandemowych. Ku mojemu zaskoczeniu, pomimo ogromnego postepu W dziedzinie

h, % w literaturze

wysokowydajnych katalitycznych metod syntezy amin heteroaromatycznyc
chemicznej nie znalaztem informacji dotyczacych reakcji 2-chloroazyn i 2-chlorodiazyn z
kwasem hydroksyloamino-O-sulfonowym (HOSA). W swoich badaniach wykorzystatem
zatem szereg komercyjnie dostgpnych substratow, ktore przeprowadzitem w pozadane O-
podstawione hydroksyloaminy heterocykliczne 80-84 na drodze reakcji z HOSA w
temperaturze pokojowej (Rysunek 31). Fakt, iz obserwowana aromatyczna substytucja
nukleofilowa (SnAr) przebiega korzystnie w obecnosci nadmiaru HOSA i moze by¢
zahamowana poprzez dodanie trietyloaminy sugeruje, ze reakcja ta jest katalizowana kwasem,
ktory protonuje atom azotu azyny, aktywujac tym samym atom wegla C-2 na atak stabego
nukleofila, jakim jest H,N-OSO3". W tych warunkach nie obserwujemy natomiast produktow
N-aminowania azyn przy udziale HOSA, bowiem reakcje tego typu przebiegaja w warunkach

silnie zasadowych.
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83: HET-CI = 2-chloro-4-metylochinolina
84: HET-CI = 1-chloroizochinolina

Rysunek 31. Otrzymywanie O-podstawionych hydroksyloamin heteroaromatycznych.
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Strukture zwiazkow 80-84 potwierdzitem metodami spektroskopowymi IR, H- i Bc-
NMR, a takze przy zastosowaniu analizy rentgenograficznej monokrysztatéw. Podobnie jak w
przypadku pochodnej imidazoliny A, w stanie statym zwiazki te wystepuja w formie jonéw
obojnaczych (Rysunek 35).

W pierwszym etapie badan reaktywnosci chemicznej zwiazkow 80-84 wykazatem, ze
stanowig one nowego typu prekursory zarowno nitrendOw powstajacych wyniku o-eliminacji
jonu HSO4 (rozpad homolityczny wiazania N-O) jak i jonéw nitreniowych bedacych
wynikiem heterolizy wiazania N-O (Rysunek 32).
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Rysunek 32. Prekursory nitrendw i jondw nitreniowych.

Tak wigc, dzialajac na pochodne pirymidyny 80 i 81 wodnym roztworem K,COj
otrzymatem dwa typy zwiazkéw: N,N’-diazopirymidyny (85 i 86), bedace produktami
dimeryzacji odpowiednich nitrenéw, oraz produkty heteroarylowania jonow 2-

pirymidynylnitreniowych (zwiazki 87 i 88). Budowe produktow potwierdzitem na podstawie
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analizy widm IR, NMR 1 MS a takze metoda rentgenograficzna monokrysztalu kompleksu
otrzymanego na drodze ko-krystaizacji zwiazku 87 z imidazolem (Rysunek 35).

W tym miejscu warto podkresli¢, iz wczesniej badacze japonscy Takeuchi i Watanabe
generowali jony 2-pirymidylonitreniowe dziatajac kwasem trifluorooctowym na
tetrazolo[1,5-a]pirymidyny, a takze przeprowadzili reakcje N-arylowania tego typu jon(')w.131
Natomiast badania teoretyczne jondéw heteroarylonitreniowych byly prowadzone przez
Cramera, Favleya oraz Di Stefano.'*

W poszukiwaniu mozliwosci wykorzystania opisanych powyzej prekursorow
heterocyklicznych jondw nitreniowych, zwrdcitem uwage na reakcje cyklizacji opisane
regutami Baldwina,**® zwlaszcza procesy przebiegajace wg mechanizmu 5-endo-trig,***
gdzie atom bioracy udzial w tworzeniu pierScienia 5-cio cztonowego posiada geometri¢

trygonalna, a wiazanie zrywane podczas cyklizacji znajduje si¢ wewnatrz tworzonego

pierscienia (Rysunek 33):

Y Y ©
! cyklizacja \
( z e ( .z
NE4 _ X
) 5-endo-trig

Y, Z - atomy o hybrydyzacji sp?

cyklizacja ®
(o ot Lo

X® 5-exo-trig

Rysunek 33. Tworzenie pierscieni 5-cio czlonowych na drodze elektrofilowej cyklizacji

5-endo-trig i 5-exo-trig.
Tak wigce, poddajac zwiazki 80-84 reakcji z acyloizotiocyjanianami w obecnosci

trietyloaminy otrzymalem szereg produktow tandemowej reakcji nukleofilowej addycji —

elektrofilowej cyklizacji 5-endo-trig (zwiazki 89-103; Rysunek 34):
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Rysunek 34. Reakcja tandemowa nukleofilowej addycji — elektrofilowej cyklizacji

5-endo-trig.

Wytworzony w pierwszym etapie anion (N), bedacy produktem kontrolowanej
orbitalowo addycji grupy NH do heterokumulenu, tworzy kation sulfeniowy (O) wskutek
heterolitycznego rozpadu wiazania N-O (wydzielenie jonu SO,%), ktory z kolei ulega
elektrofilowej cyklizacji 5-endo-trig z utworzeniem stabilizowanego przez rezonans kationu
1,2 4-tiadiazoliowego (P). W koncowym etapie dziatajac trietyloaming otrzymatem pochodne
[1,2,4]tiadiazolu 89-103.

Budowg otrzymanych skondensowanych 1,2,4-tiadiazoli potwierdzilem metodami
spektroskopii IR i NMR oraz analiza rentgenograficzna pochodnej pirymidyny (Rysunek 35).
Natomiast strukturg¢ elektronowa kationu sulfeniowego (O), ktory uczestniczy w procesie
cyklizacji elektrofilowej 5-endo-trig, badatem w oparciu o obliczenia kwantowo-chemiczne z
zastosowaniem modelu funkcjonatu ggstosci z korekcja dalekiego zasiggu ©B97X-D/6-
31+G* 1% Wyniki obliczen potwierdzity, ze rozklad jonu nitreniowego, wytworzonego
pierwotnie poprzez heterolityczny rozpad wiazania N-O soli (N), moze prowadzi¢ do silnie
elektrofilowego jonu sulfeniowego (O). Zaré6wno heterolityczny rozpad wiazania N-O jak i
oderwanie protonu od stabilizowanego przez rezonans kationu 1,2,4-triazoliowego (P) sa
egzotermiczne, a ciepla tych procesow w roztworze DMF wynosza odpowiednio 15,2 oraz

35,9 kcal/mol (Rysunek 36):

43



o
o ga\ = ~
1 o5
o é c2 & 7 o4 (%;@

N21

]f,)_\ C20

C13 _N12 N15

N3 \ )_6\ C11 ;j& /c1s
= /\/i\ f§7 cs }3 N14 ‘ '\C‘8

oY &
55 \‘ 2 o

Rysunek 35. Rysunki ORTEP O-podstawionych hydroksyloamin 2-pirymidyny (uz gory),
kompleksu pochodnej N,N’-diazopirymidyny z imidazolem (w srodku) oraz pochodnej 1,2,4-

tiadiazolo[2,3-a]pirymidyny (u dotu).
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Rysunek 36. Wzgledne warto$ci energii elektronowych (AE) oraz entalpii swobodnej Gibbsa
(AG) (298.15 K, kcal/mol) dla procesu powstawania jonu sulfeniowego (O) oraz cyklizacji 5-
endo-trig obliczone z zastosowaniem modelu funkcjonatu gestosci ®B97X-D/6-31+G* z

korekcja dalekiego zasiegu'®® oraz z zastosowaniem modelu solwatacyjnego SM8.%
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W omawianej publikacji przedstawilem takze wyniki modelowania procesu
alternatywnego, prowadzacego do powstawania produktow 89-103, a polegajacego na
deprotonowaniu wytworzonego pierwotnie adduktu (N) z wytworzeniem dianionu, ktory
posiada nukleofilowy atom siarki w pozycji homoallilowej, 1 nastepujacej po tym substytucji
nukleofilowej Sn2’ przebiegajacej z wydzieleniem jonu SO4%, ktora z mechanistycznego
punktu widzenia odpowiada cyklizacji nukleofilowej 5-endo-trig. Pomimo, Ze udalo si¢
znalez¢ stan przejsciowy tego niecodziennego procesu, wysoka energia aktywacji (58.3
kcal/mol) wyklucza mozliwos¢ powstawania produktow 89-103 na tej drodze.

W aspekcie chemii medycznej nalezy odnotowaé fakt, iz analogi otrzymanych przeze
mnie pochodnych 2-acylimino-[1,2,4]tiadiazolo[2,3-a]pirymidyny wykazuja dziatanie

przeciwmalaryczne oraz przeciwwirusowe. Wczesniej zwiazki tego typu otrzymywano na

innej drodze, poprzez utlenienie N*-(2-pirymidylo)-N2-benzoilo-tiomocznikéw bromem.**

Zwiazki typu 89-103 przekazatem do badan biologicznych in vitro w celu wykazania ich
aktywnosci cytotoksycznej wzgledem pigciu linii komorkowych nowotwordéw ludzkich: raka
szyjki macicy (SISO), ptuca (LCLC i A-427), trzustki (DAN-G) i uktadu nerwowego (RT-
4).2" Badane pochodne wykazaty umiarkowana aktywno$é cytotoksyczna wzgledem linii
komorkowej RT-4 (wartosci ICsp w zakresie 2,93-23,14 uM).
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Wiyniki badan opisane w poprzedniej publikacji, zwlaszcza mozliwo$¢ otrzymania O-
podstawionych hydroksyloamin heteroaromatycznych, zachgcity mnie do podjgcia proby
syntezy zwiazkow mogacych stanowi¢ metabolity amin heterocyklicznych.

Aminy heteroaromatyczne zawierajace endocykliczny atom azotu oraz egzocykliczng
grupe aminowa z pozycji Orto sa szeroko rozpowszechnione w czasteczkach lekow,
surowcach pochodzenia naturalnego, a takze w produktach obrobki cieplnej 1 pirolizy
biatkowych $rodkow spoZywczych.l?’s’139 Pro-kancerogenne aminy heteroaromatyczne moga
ulegac¢ procesom detoksykacji poprzez enzymatyczne utlenianie endocyklicznego atomu azotu
z wytworzeniem nietoksycznych N-tlenkow, lub intoksykacji w rezultacie utleniania
egzocyklicznego atomu azotu z wytworzeniem metabolitow o strukturze hydroksyloamin
heterocyklicznych, ktore wykazuja wiasciwosci mutagenne i karcynogenne.*® U ssakow
reakcja N-hydroksylacji jest katalizowana przez mikrosomalny cytochrom P-450 (CYP) lub

139 powstate hydroksyloaminy moga

mikrosomalng amino-oksydaze¢ (enzym flawinowy).
ulega¢ dalszej transformacji z udzialem enzymow II fazy metabolizacji, takich jak
sulfotransferazy. Wytworzone na tej drodze kwasy hydroksyloamino-O-sulfonowe w wyniku

heterolitycznej dysocjacji wiazania N-O sa zrodtem jonow nitreniowych, zdolnych do
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kowalencyjnej moodyfikacji zasad purynowych DNA.**' Pomimo, ze sprzeganie
hydroksyloamin aromatycznych i heteroaromatycznych z aktywnym siarczanem przez
cytoplazmatyczne sulfotransferazy bylo przedmiotem badan w wielu ukladach
biologicznych,**? produkt takiej transformacji z udziatem 6-hydroksyloaminopuryny (6-HAP),
metabolitu adeniny o witasciwosciach karcynogennych, nie zostat do tej pory wykryty. Warto
rowniez odnotowaé, ze arabinozylo-N°-hydroksyadenina (arabinozylo-6-HAP) byta
przedmiotem zainteresowan badaczy zajmujacych si¢ poszukiwaniem nowych lekow
przeciwwirusowych.**

Celem moich badan bylo zatem otrzymanie i analiza struktury kwasu (Z)-1H-puryno-6-
ylideno-aminooksysulfonowego (104), ktéry teoretycznie moze powstawa¢ w wyniku
siarczanowania 6-HAP.**

Aminowanie 6-chloropuryny przy uzyciu HOSA prowadzitem w roztworze DMF w
temperaturze pokojowej (Rysunek 37). Stwierdzitem, iz otrzymanie produktu 104 w stanie
czystym wymaga czterokrotnego nadmiaru HOSA, natomiast uzycie reagentow w stosunku
molowym 1 : 2 prowadzi do powstania mieszaniny, ktora zidentyfikowalem w postaci ko-

krysztatu (105) sktadajacego si¢ z czasteczki 6-chloropuryny, produktu 104 oraz trzech

czasteczek wody.

cl AHOSA
N7 | N\> DMF, 20°C 104
k\N VT so3
H 2 HOSA

DMF, 20°%C k)j: \> @> 3H,0

kompleks 105
Rysunek 37. Synteza kwasu (Z)-1H-puryno-6-ylideno-aminooksysulfonowego (104) oraz
jego kompleksu z 6-chloropuryna (105).

Budowe O-sulfonowej pochodnej 6-hydroksyloaminopuryny (104) oraz kompleksu 105

potwierdzitem wynikami analizy elementarnej, metodami spektroskopowymi IR i NMR, a

takze przy zastosowaniu analizy rentgenograficznej monokrysztatow (Rysunek 38):
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Rysunek 38. Rysunki ORTEP zwiazku 104 i kompleksu 105.

O-Sulfonowa pochodna 6-hydroksyloaminopuryny (104) w fazie statej posiada strukturg
jonu obojnaczego, gdzie proton grupy O-SOsH jest przeniesiony na imidazolowy atom azotu
puryny. Ponadto, zwiazek ten wystgpuje w iminowej formie tautomerycznej, a labilne atomy
wodoru sa przylaczone do purynowych atoméw azotu N1, N7 i N9. Struktura iminowa
zwiazku znajduje odzwierciedlenie w dtugosci wigzania C6-N10, ktéra odpowiada wigzaniu
podwodjnemu i wynosi 1.286(2) A. Nalezy zaznaczyé, Zze otrzymane wyniki sa zgodne z
wezedniejszymi badaniami tautomerii i konformacji pro-mutagennej N°-metoksyadeniny,
prowadzonymi przez zesp6t prof. Dawida Shugara.'*

Zwiazek 104 poddano wstgpnym badaniom biologicznym in vitro pod katem
ewentualnego dzialania cytotoksycznego wzgledem linii komoérkowych nowotwordw
ludzkich: raka szyjki macicy (SISO), ptuca (LCLC i A-427) i trzustki (DAN-G).
Zaobserwowany brak wplywu hamujacego proliferacj¢ komorek nowotworowych z jednej
strony moze potwierdza¢ przyjety powszechnie poglad, iz hydroksylowanie egzocyklicznego
atomu azotu amin heteroaromatycznych i siarczanowanie wytworzonych na tej drodze
hydroksyloamin prowadzi do wytworzenia metabolitow nietoksycznych o strukturze
analogicznej do zwiazku 104, z drugiej zas§ moze sugerowac, ze hydrofilowy zwiazek 104 nie

wnika do komérki z srodowiska wodnego.
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Dos$wiadczenie 1 wiedza zdobyte w trakcie realizacji projektu umozliwity mi
zaprojektowanie syntezy nowych zwiazkow heterocyklicznych w oparciu o reakcje
tandemowe z udzialem elektrofilowego aminowania 1 reakcji Mannicha. Fakt, iz O-
podstawione pochodne heterocyklicznych hydroksyloamin reaguja z sasiadujacymi anionami
O, N i S Iub grupa aminowa z wytworzeniem 5-cio czlonowych pierscieni
heterocyklicznych zawierajacych wiazania N-O, N-S, N-N, lub N-N* sktonit mnie do
przeprowadzenia reakcji kwasow 2-chlorochinolino-3-karboksylowych z HOSA. Zgodnie z
oczekiwaniem produktami reakcji byty pochodne hydroksyloaminy 106 i 107, ktore nastgpnie
poddatem reakcji z trietyloaming uzyskujac produkty cyklizacji w postaci izoksazolo[3,4-
b]chinolin-3-onow 108 i 109 (Rysunek 39):

o o)
O
Z °c S) Et;NH),SO N
R1 N DMF, 20°C NHOSO5 ( 3NH),SO4 R1

106:R=H 108:R=H
107: R = OCH3 109: R = OCH3

Rysunek 39. Otrzymywanie izoksazolo[3,4-b]chinolin-3-onéw 108 i 109.

W piSmiennictwie chemicznym znalaztem informacje dotyczaca syntezy analogu
pirydynowego, tj. 4,6-dimetyloizoksazolo[3,4-b]pirydyn-3(1H)-onu, ktoéry otrzymano na
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drodze cyklokondensacji N-hydroxy-3-(hydroksyamino)-3-iminopropanamidu z
acetylacetonem w obecnosci piperydyny.146 Zatozylem, ze funkcja karboksylanowa obecna w
strukturze pierscienia izoksazolonu zaréwno pochodnych chinoliny jak i pirydyny moglaby
pehi¢ rolg grupy opuszczajacej w reakcjach elektrofilowego aminowania przy udziale atomu
azotu N1. Sukcesem zakonczyly si¢ proby z wykorzystaniem reakcji Mannicha, ktora ma
przebieg analogiczny do opisanej w pracy P-5 reakcji tandemowej i prowadzi do otrzymania
pochodnych [1,2,4]triazolo[4,3-a]pirydyny 110-115 oraz pochodnych [1,2,4]triazolo[4,3-
a]chinoliny 116-125 o strukturze batain zawierajacych wiazanie N-N* (Rysunek 40):
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Pochodne [1,2,4]triazolo[4,3-a]chinoliny, warunki reakcji: 20°C, 3 min.
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Rysunek 40. Tandemowa reakcja Mannicha — elektrofilowego aminowania.

Budowg chemiczng otrzymanych zwiazkow 111 i 122 potwierdzitem migdzy innymi w
oparciu o wyniki analizy rentgenostrukturalnej monokrysztatow (Rysunek 41):
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Rysunek 41. Rysunki ORTEP pochodnych 111 (w formie soli) i 122 (w formie betainy).

W trakcie badan spektroskopowych otrzymanych betain stwierdzilem, iz posiadaja one
silne wtasciwosci fluorescencyjne, co mozna by wykorzysta¢ w dziedzinie szeroko
rozumianych nauk biomedycznych. W pierwszym rzgdzie wykazatem, iz izoksazolo[3.,4-
b]chinolin-3-ony 108 i 109 reaguja w sposob selektywny z formaldehydem i aminami
drugorzedowymi juz w temperaturze pokojowej, zatem nowego typu reakcja fluorogeniczna
moze stanowi¢ podstawe do opracowania fluorescencyjnych metod oznaczania formaldehydu
lub amin drugorzgdowych, przydatnych na gruncie analizy srodowiskowej, medycyny pracy
oraz analizy jakosciowej i iloSciowe] lekow. Przedstawione na Rysunku 42 wyniki badan
wstepnych potwierdzaja mozliwos$¢ detekcji 1 oznaczania formaldehydu w stezeniach rzedu
50 nM.
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Rysunek 42. Zalezno$¢ fluorescencji od stezenia formaldehydu obserwowana w reakcji

tandemowej zwiazku 108 w obecnosci pirolidyny.

W tym miejscu warto przypomnie¢, iz reakcje fluorogeniczne sa przedmiotem
zainteresowan wielu o$rodkow badawczych z uwagi na szerokie zastosowanie W
chemodozymetrii wykorzystujacej selektywne, czule i szybkie reakcje chemiczne z udziatlem
analitow w diagnostyce laboratoryjnej oraz analizie srodowiskowe;.

Réwnie wazne jest zastosowanie znacznikow fluorescencyjnych (sond molekularnych) w

procesach bioobrazowania, gdzie z uwagi na swoja prostot¢ i bezpieczenstwo wypieraja

51



stosowane powszechnie metody radioizotopowe.™*"**® Pomimo, iz w praktyce stosowanych
jest wiele barwnikéw fluorescencyjnych, zaséb fluoroforéw organicznych jest stosunkowo
niewielki i obejmuje: fluoresceing, rodaming, barwniki cyjaninowe, kumaryng, chinolony,
tiadiazole, 1,8-naftalimid, piren, BODIPY, pochodne kwasu kwadratowego oraz kompleksy
metali,****! ktorych wiasciwosci fizyko-chemiczne i foto-fizyczne sa modyfikowane na
drodze wieloetapowych, nierzadko kosztownych transformacji chemicznych.’®® Tak
otrzymane sondy molekularne nie sa pozbawione wad, z ktérych najczesciej spotykane to
niska rozpuszczalno$¢ w wodzie, konieczno$¢ wzbudzenia promieniowaniem o krotkiej
dlugosci fali oraz mata foto-stabilno$¢. Oznacza to, iz poszukiwanie nowych fluoroforow -
tanich, rozpuszczalnych w wodzie oraz odznaczajacych si¢ duzym przesunigciem Stokesa -
jest wazkim problemem badawczym."

Zatem w kolejnym etapie badan wykorzystalem obecnos¢ grupy karboksylowej w
strukturze otrzymanych betain do syntezy znacznikdéw fluorescencyjnych, ktoére cechowataby
doskonata rozpuszczalno§¢ w wodzie oraz wysoka trwatos¢ foto-optyczna. W tym celu
betaing pirydyniowa (111, Safirinium P) oraz chinoliniowa (117, Safirinium Q) dziataniem N-
hydroksysukcynimidu w obecno$ci dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) przeksztatcitem w
estry 126 i 127, reaktywne wzgledem amin. Sprzggajac otrzymane estry z tripeptydem
zawierajacym lizyng (Ac-AKF-NH,) uzyskatem koniugaty 128 i 129, ktore takze wykazuja
whasciwosci  fluorescencyjne (Rysunek 43). Tym samym znalaztem potwierdzenie, iz
otrzymane przeze mnie barwniki moga znalez¢ zastosowanie w celu znakowania
fluorescencyjnego peptydow, biatek oraz — jak mozna oczekiwa¢ - aminocukrow,

modyfikowanych kwasow nukleinowych i lekow.

Ac
Q A
S) ) |
N o PHC p (CHZ)“ A S CHK
" | 2)NHS DCC - AC-AKF NH2 Ol H F
L = - NH2
N~R! N\Rl H,0, - NHS LN\Rl
R2 R2 R2
111,117 (RL,R2 = C,Hs) 126, 127 128, 129

Rysunek 43. Synteza aktywnych estrow i znakowanie peptydu Ac-AKF-NH,.

Na podstawie przeprowadzonych badan spektroskopowych mozna stwierdzi¢, iz

otrzymane barwniki pirydyniowe i chinoliniowe odznaczaja si¢ wysokimi wydajnosciami
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kwantowymi fluorescencji oraz duzymi przesunigciami Stokesa (Tabela 1), a polarnos¢
rozpuszczalnika nie wpltywa zauwazalnie na ich wlasciwosci fluorescencyjne (brak
solwatochromizmu). Zwiazki te cechuje zroéznicowana rozpuszczalno$¢ w wodzie, bardzo
dobra w przypadku betain pirydyniowych 110, 111 oraz chinoliniowych 116 i 117, gdzie R*,
R? = CHs lub C,Hs).

Tabela 1. Wiasciwosci spektroskopowe dla wybranych zwiazkow.

zwiazek absorbcja Eexct emisja przesunigcie  wydajno$é czutosé
Awzb Amaks [NM] Stokesa kwantowa ed
[nm] [cm™] [@]
111 343 4450 463 120 0.755 3360
117 368 3525 463 95 0.855 3010
125 377 9700 456 79 0.682 6610
koniugat 128 310 2810 399 89 0.093 260
koniugat 129 352 3180 442 90 0.122 390

W poszukiwaniu zastosowan praktycznych otrzymanych znacznikow fluorescencyjnych
zwrbcilem uwage na prace zespotu dr hab. Michata Obuchowskiego dotyczace wytwarzania
jadalnych szczepionek przeciwko Helicobacter pylori. W badaniach tych wykorzystywane sa
spory Bacillus subtilis stanowiace no$niki antygenow (ureazy H. pylori) znakowanych
biatkiem zielonej fluorescencji potaczonej z przeciwciatem monoklonalnym. Tak zloZzona
konstrukcja materiatu doswiadczalnego stwarza problemy natury technicznej 1 jest kosztowna.
Zaproponowatem podjecie prob znakowania fluorescencyjnego sporow przy uzyciu
znacznikow 126 i 127, z ktorych pierwszy (ester pirydyniowy) spetnit oczekiwania. Rezultat
procesu znakowania sporéw przebiegajacego w $rodowisku wodnym w temperaturze

otoczenia przedstawia Rysunek 44:

168

Labelled 168

Rysunek 44. Obrazy mikroskopowych obserwacji sporow wyznakowanych barwnikiem 126.

PC — mikroskop kontrastowo-fazowy (jasne pola), F — mikroskop fluorescencyjny.
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Uzupelnienie

W pracy P-8 nie zamiescilem wynikdw badan biologicznych otrzymanych zwiazkow.

Rzut oka farmaceuty na struktury betain oznaczonych na Rysunku 40 numerami 110 -125

sugeruje jednoznacznie,

1z w pierwszym rzedzie zwiazki tego typu, zawierajace

czwartorzegdowy atom azotu oraz ugrupowanie kwasu chinolino-3-karboksylowego, powinny

by¢ przebadane pod katem dziatania przeciwbakteryjnego. Wyniki eksperymentéw wstepnych

przeprowadzonych przez zespot prof. Anny Kedzia potwierdzily moje oczekiwania, bowiem

szereg otrzymanych zwiazkow hamowato wzrost szczepow bakterii, zwlaszcza beztlenowych

izolowanych z jamy ustnej pacjentow (Tabela 2).

Tabela 2. Aktywno$¢ przeciwbakteryjna wybranych zwiazkow.

MIC pg/mL
Bakterie beztlenowe Bakterie tlenowe i wzglednie beztlenowe
Gram+ Gram- Gram+ Gram
Q
e -
< S S ™
8 8 & > »
=3 2 o S |o |8
g £ g 3 2 = = <
K= = K= n £ 0 %) < (%] @
L @2 < 8 o 8 > & %] IS =1 ] ‘D <
3 £ 5 3 2 3 2 b=} = g 2 F o =
S s £ 8 2 S 2 3 8 = 2 S | ¢ S
2 it £ E = = a < a % 7 Ko] = 0 8 e g
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5 £ g g 5 = g 5 g g 8 g g g g | & s
2 3 3 < < 5 i3] s I3 5] S I o g £ ©
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~ S o <] I ] = o > = = =] 2 = <] o 2
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§ 8 2 5 3 3 5 2 ex | = S 2 = S £ < g
s 54 = I < < S 5 55 S i< c IS} S = > 2
Z. = o o o o a s o« &H H i} o H i} S X
LL O
108 25 6,25 12,5 200 6,25 6,25 6,25 12,5 50 25 50 25 50 50 25 50
119 100 50 590 200 6,25 100 100 50 200 200 200 200 200 200 200 200
120 100 6,25 200 200 6,25 6,25 100 12,5 200 50 200 50 200 200 200 200
121 200 25 50 100 6,25 100 100 50 200 100 200 100 200 200 200 200
123 100 6,25 50 200 6,25 6,25 6,25 12,5 200 100 50 25 1200 100 50 200
124 12,5 6,25 6,25 12,5 50 6,25 6,25 50 50 50 50 200 100 100 200 100
125 50 12,5 6,25 200 25 25 6,25 25 200 200 200 200 200 200 200 200
Ref.? 0,4 25 1,6 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
Ref.” 6,25 6,25 25 25 625 | 25 25 6,25

3
b)

Lek wzorcowy — metronidazol
Lek wzorcowy - amikacyna

Zwiazki przedstawione w publikacji P-8 wraz z przyktadami zastosowan praktycznych sa

przedmiotem krajowego zgloszenia patentowego P.400851 pt. ,,Nowe izoksazolo[3,4-
b]pirydyn-3(1H)-ony i izoksazolo[3,4-b]chinolin-3-(1H)-ony oraz produkty ich reakcji z
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aminami i formaldehydem, sposob ich wytwarzania oraz zastosowania”. Ponadto badania w

tym kierunku kontynuuj¢ w ramach grantu luventus Plus (1) pt. ,,Nowa klasa znacznikow

fluorescencyjnych o strukturze soli triazoliniowych. Optymalizacja wlasciwosci biologicznych

i optycznych” przyznanego przez MNiISW na lata 2013-2015. Witasciwos$ci biologiczne, o

ktorych mowa w  tytule projektu dotycza dziatania przeciwbakteryjnego i

przeciwgrzybicznego, zasygnalizowanych w zgloszeniu patentowym.
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Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzone badania potwierdzity pierwsza hipoteze badawcza, dotyczaca
mozliwosci otrzymania O-podstawionych hydroksyloamin heteroaromatychnych typu B
na drodze reakcji 2-chloroazyn (pochodnych 2-chlorochinoliny i 2-chloroizochinoliny)
oraz 2-chlorodiazyn (pochodnych 2-chloropirymidyny) z kwasem hydroksyloamino-O-
sulfonowym (HOSA). Analogiczny przebieg ma reakcja aromatycznej substytucji
nukleofilowej (SnyAr) z 6-chloropuryna. Fakt, iz powyzsze reakcje wymagaja uzycia
nadmiaru HOSA wskazuje, iz proces jest katalizowany kwasem, ktory protonuje atom
azotu azyny, aktywujac tym samym atom wegla C-2 na atak nukleofilowy syntonu
°"NH,. Nie obserwowatem natomiast reakcji konkurencyjnej N-aminowania.

Obserwowana reaktywnos¢ O-podstawionych pochodnych imidazoliny typu A,
potwierdzita wyniki przeprowadzonych wczesniej obliczeh kwantowo-chemicznych.
Pochodne O-alkilowe poddane dziataniu chlorowcopochodnych benzylowych tworza
produkty alkilowania przy egzocyklicznym atomie azotu N-2, co oznacza, iz proces ten
jest kontrolowany orbitalowo. Natomiast pochodna O-sulfonowa moze by¢
wykorzystana w celu syntezy ukladow bicyklicznych na drodze reakcji z
heterokumulenami. W pierwszym etapie obserwujemy nukleofilowa addycj¢
endocyklicznego atomu azotu N-1 do wigzania C=N heterokumulenu (izocyjanianu lub

izotiocyjanianu), po czym nastgpuje wewnatrzczasteczkowe elektrofilowe aminowanie
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wytworzonych w obecno$ci zasady aniondw ambidentnych, przy udziale
egzocyklicznego atomu azotu o hybrydyzacji sp®. Aniony amidowe ulegaja aminowaniu
przy atomie azotu z wytworzeniem wigzania N-N, natomiast aniony tioamidowe przy
udziale bardziej nukleofilowego atomu siarki z wytworzeniem wiazania S-N. Drugi etap
reakcji tandemowej (aminowanie) przebiega zgodnie z mechanizmem Sy2c, gdzie
nukleofil N" lub S™ atakuje orbital o* wiazania N2-O przy iminowym atomie azotu.
Reakcje O-podstawionych hydroksyloamin heteroaromatycznych typu B z
heterokumulenami, takimi jak izotiocyjaniany aroilowe lub izotiocyjanian
etoksykarbonylowy, maja przebieg odmienny. W pierwszym etapie reakcji tandemowe;j
nastepuje atak egzocyklicznego atomu azotu N-2 na atom wegla wigzania C=N
heterokumulenu (reakcja przebiegajaca pod kontrola orbitalowa), z wytworzeniem
adduktu o strukturze monoanionu, ktéry w wyniku rozpadu heterolitycznego wiazania
N2-O wydziela dianion SO4*. Powstajacy na tej drodze jon nitreniowy ulega
przegrupowaniu do trwalszego termodynamicznie jonu sulfeniowego. Koncowym
etapem jest elektrofilowa cyklizacja 5-endo-trig, ktorej przebieg potwierdzity wyniki
obliczen kwantowo-chemicznych. Natomiast modelowanie alternatywnego procesu
cyklizacji z udzialem substytucji nukleofilowej Sy2° generowalo stan przejsciowy o
wysokiej energii aktywacji (58.3 kcal/mol), co wyklucza mozliwos¢ tworzenia
produktow na drodze cyklizacji nukleofilowej 5-endo-trig.

O-Podstawione hydroksyloaminy heteroaromatyczne typu B w $rodowisku zasadowym
tworza zardwno jony nitreniowe, wskutek rozpadu heterolitycznego wiazania N2-0O, jak
1 nitreny powstajace na drodze homolitycznego rozpadu wigzania N2-O.
Potwierdzeniem tej hipotezy jest izolacja produktéw zarowno dimeryzacji niternu jak 1
elektrofilowego podstawienia przy udziale jonu nitreniowego.

Charakter tandemowy maja rowniez reakcje O-podstawionej hydroksyloaminy typu A z
solami iminiowymi. W pierwszym etapie powstaje produkt reakcji Mannicha przy
udziale  endocyklicznego  atomu  azotu  N-1, ktéry  nastgpnie  ulega
wewnatrzczasteczkowej reakcji elektrofilowego aminowania z wytworzeniem wigzania
N-N*. Analogiczny proces mozna wykorzysta¢ do syntezy uktadéw heterocyklicznych
zawierajacych pierscien azyny skondensowany z pier§cieniem triazoliniowym na drodze
reakcji pirydo- lub chinolino-izoksazolonéw z solami iminiowymi. W tym przypadku
formalne ugrupowanie O-podstawionej hydroksyloaminy wbudowane jest w pierscien
heterocykliczny izoksazolonu, natomiast sole iminiowe generowane sg in Situ na drodze
reakcji formaldehydu z aminami drugorzgdowymi. Proces elektrofilowego aminowania
prowadzi do otwarcia pierScienia izoksazolonu, a produkt finalny ma strukturg betainy
zawierajacej anion karboksylanowy i kation triazoliniowy.

Otrzymane betainy, jak rodwniez sole uzyskane w wyniku protonowania grupy
karboksylanowej przy uzyciu kwasu mineralnego posiadaja silne wlasciwosci
fluorescencyjne. Oznacza to, iz tandemowa reakcja Mannicha — elektrofilowego
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aminowania jest reakcja fluorogeniczna, ktora mozna wykorzysta¢ do detekcji 1
oznaczania formaldehydu lub zwiazkow zawierajacych w swojej strukturze
ugrupowanie aminy drugorzedowej. Co wazne, omawiana reakcja fluorogeniczna jest
selektywna zar6wno w odniesieniu do formaldehydu jak i amin drugorzedowych.
Opisane powyzej betainy mozna réwniez wykorzystaé do syntezy estrow
hydroksysukcynylowych wrazliwych na dziatanie amin, ktore z kolei moga pei¢ role
znacznikéw fluorescencyjnych biomolekut zawierajacych lizyng. Okazalo sig, iz estry
tego typu nadaja si¢ do znakowania fluorescencyjnego peptydow oraz sporow
bakteryjnych, co rokuje nadzieje na szerokie wykorzystanie otrzymanych barwnikow
fluorescencyjnych w naukach biomedycznych. Cecha korzystna opracowanych
znacznikéw jest wysoka rozpuszczalno$¢ w wodzie, wysoka wydajnos¢ kwantowa
fluorescencji, duze przesunigcie Stokesa oraz trwatos$¢ foto-optyczna.

W sumie otrzymatem 129 nieopisanych uprzednio zwiazkdéw, wykazujac zarazem, iz O-
podstawione pochodne hydroksyloamin heterocyklicznych typu A | B mozna
wykorzysta¢ do konstruowania oryginalnych uktadéw heterocyklicznych, zawierajacych
wigzania N-S, N-N i N-N*, o potencjalnej aktywnosci biologicznej. Najbardziej
obiecujace wyniki przeprowadzonych dotychczas badan biologicznych (przedstawione
w zgloszeniu patentowym P.400851) dotycza pochodnych [1,2,4]triazolo[4,3-
a]chinoliny o strukturze betain, ktore wykazuja dziatanie bakteriostatyczne, zwtaszcza
wobec bakterii beztlenowych, przy jednoczesnym braku dziatania cytotoksycznego
wzgledem komorek eukariotycznych. Wartosci MIC rzgdu 6 pg/mL predestynuja je do
miana ‘struktury wiodqcej’, przydatnej w poszukiwaniu nowej klasy lekéw
przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybicznych.
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2. Dzialalno$¢é naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

W trakcie studiow w latach 2000 — 2002 pracowatem w Kole Naukowym przy Katedrze i
Zaktadzie Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych GUMed, gdzie pod kierunkiem
prof. dr. hab. Franciszka Saczewskiego zdobywatem wiedz¢ w dziedzinie chemii medycznej,
a w ramach prac eksperymentalnych uczestniczylem w realizacji projektu badawczego
dotyczacego wykorzystania 2-chloro-4,5-dihydroimidazolu (1) w syntezie zwiazkéw o
potencjalnym wptywie na receptory imidazolinowe. Badajac mozliwo$¢ otrzymania 2-(4,5-
dihydroimidazol-2-ylo)azoli wykazatem wptyw Kkatalityczny disiarczku wegla (kwasu
Lewisa) na przebieg reakcji heteroalkilowania azoli. W konsekwencji mozliwe bylo
prowadzenie reakcji nietrwatej chlorowcopochodnej | z azolami w temperaturze pokojowej, a
w przypadku indazolu umozliwiato regioselektywna synteze produktow podstawionych przy

atomie azotu N2 (Rysunek 45):
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Rysunek 45. Reakcja 2-chloro-4,5-dihydroimidazolu z indazolem z udziatem disiarczku
wegla.

Prace w tym kierunku kontynuowatem po uzyskaniu etatu asystenta w Katedrze i
Zaktadzie Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych, bowiem w badaniach
farmakologicznych otrzymane zwiazki, zwlaszcza pochodne 2-(4,5-dihydroimidazol-2-
ylo)indazolu (Indazimu, I1) i 2-(4,5-dihydroimidazol-2-ylo)benzimidazolu (111), wykazywaty
wyzsza selektywno$¢ wzgledem receptorow imidazolinowych I, niz opisany wczesniej 2-
(benzofuran-2-ylo)-4,5-dihydroimidazol (2-BFI) (Rysunek 46):

Cl Cl

N = N H: :N
O N N N N N
H H H
2-BFI 4-Cl-Indazim (I1) 1l
Ki l> 2.9 (nM) Ki I» 32.5 (M) Ki I, 17.7 (nM)
K; o, 2688 (M) K; oy > 10 000 (NM) K; o, > 100 000 (nM)
selektywnos$¢ Ir/a.,: 926 3076 5649

Rysunek 46. Struktury selektywnych ligandéw receptora imidazolinowego I».
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Z punktu widzenia chemii medycznej interesujaca byta proba wyjasnienia obserwowanej
selektywnosci Io/a; otrzymanych pochodnych imidazoliny w oparciu o porownanie wartosci
pKa znanych ligandow receptorow ap-adrenergicznych (pKa w zakresie 8,1 - 8,6) i
otrzymanych przez nas ligandow receptorow I, o zasadowo$ci obnizonej na skutek
elektronoakceptorowego efektu azolu w pozycji 2 pierécienia imidazoliny (pKa w zakresie 5,6
— 6,4). W mysl zaproponowanej hipotezy, w fizjologicznym pH = 7,4 pochodne imidazoliny
tacza si¢ z receptorem a-adrenergicznym w formie protonowanej, natomiast z receptorem
imidazolinowym I, ligandy wiaza si¢ w formie wolnej zasady.

Efektem czterech lat pracy, prowadzonych migdzy innymi w ramach grantu 6 POSF
03821, sa 4 publikacje z moim udziatem ogloszone drukiem w Chemical and Pharmaceutical
Bulletin [1], European Journal of Pharmaceutical Sciences [2], Annals of the New York
Academy of Sciences [3] oraz Bioorganic and Medicinal Chemistry [4], a takze trzy
komunikaty ustne wygtoszone w trakcie XII Naukowego Zjazdu Polskiego Towarzystwa
Farmaceutycznego w Poznaniu [5], Polish-Austrian-German-Hungarian-Italian Joint Meeting
on Medicinal Chemistry w Krakowie [6] oraz XXII Sesji Naukowej Wydziatu
Farmaceutycznego AMG (GUMed) [7]. Ponadto, w tym okresie zebralem materiaty
bibliograficzne, ktore stanowia podstaweg pracy przegladowej dotyczacej zastosowania 2-
chloro-4,5-dihydroimidazolu (I) w chemii heterocyklicznej i medycznej, ktora ukazala sig
drukiem na tamach czasopisma Trends in Heterocyclic Chemistry [8].

W 2002 roku, w trakcie 10 semestru studiow farmaceutycznych bratem udzial w
migdzynarodowym programie wymiany studentow Erasmus we Wtoszech. Potroczny pobyt w
zespole profesora Roberto Pelliciari'ego (podowczas redaktora czasopisma Journal of
Medicinal Chemistry) w ‘Dipartimento di Chimica e Technologia del Farmaco, Universita
degli Studi di Perugia’ umozliwit mi poznanie wielu nowych metod syntezy oraz separacji
zwiazkow heterocyklicznych o potencjalnym dziataniu biologicznym. Udziat w projekcie
dotyczacym syntezy azyrydyn na drodze reakcji katalizowanych solami indu, cynku i miedzi
zaowocowal praca magisterska pod tytutem “Synthesis of phosphotyrosine via reductive
cleavage of aziridine derivatives”. Z perspektywy czasu, za szczegdlnie cenne uwazam
zdobyte doswiadczenie w zakresie preparatywnych i analitycznych zastosowan technik
chromatograficznych, ktore moglem wykorzysta¢ w swojej pdzniejszej pracy naukowe;.

W 2002 r. po ukonczeniu studiow na Wydziale Farmaceutycznym podjalem prace na
stanowisku asystenta w Katedrze i Zaktadzie Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych

GUMed, gdzie w pierwszym rzedzie kontynuowatem prace nad wykorzystaniem 2-chloro-
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4,5-dihydroimidazolu (1) do syntezy nowych aktywnych biologicznic zwiazkow
imidazolinowych (wyniki oméwione powyzej).

W tym czasie zostatem przydzielony do zespotu prof. dr. hab. Zdzistawa Brzozowskiego,
pod kierunkiem ktérego prowadzitem badania w ramach pracy doktorskiej. Projekt dotyczyt
syntezy nowych skondensowanych ukladoéw heterocyklicznych zawierajacych pierscien
imidazoliny i w duzej mierze byt realizowany w ramach grantu promotorskiego MNiSW nr 2
POSF 010 26. Efektem prac w tym zakresie byto opracowanie metod syntezy szeregu nowych
uktadow heterocyklicznych przy zastosowaniu O-sulfonianu 2-hydroksyloamino-4,5-
dihydroimidazoliowego (1V, Rysunek 47) oraz 2-alkoksyiminoimidazolidyny (XI, Rysunek
48) jako substratow.
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Rysunek 47. Zastosowanie O-sulfonianu 2-hydroksyloamino-4,5-dihydroimidazoliowego
(1V) w syntezie nowych zwiazkow heterocyklicznych zawierajacych wigzania N-C, N-O i N-

S.
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Tak wiec, reakcja betainy IV z disiarczkiem wegla, w zaleznosci od rodzaju
rozpuszczalnika i uzytej zasady, prowadzita do powstania 6,7-dihydro-5H-imidazo[2,1-
c][1,2,4]tiadiazolo-3-tionu  (V), lub 7,8-dihydroimidazo[1,2-c][1,3,5]tiadiazyno-2,4(6H)-
ditionu (VI), za$ analogiczna reakcja z udzialem izotiocyjanianu fenylu umozliwita
otrzymanie pochodnej 2,6,7,8-tetrahydroimidazo[1,2-a][1,3,5]-triazyno-4(3H)-tionu (IX). Z
kolei poddajac substrat IV dziataniu zwiazkéw karbonylowych (aldehydéw lub ketondw)
otrzymatem szereg bicyklicznych 6,7-dihydro-5H-imidazo[2,1-c][1,2,4]oksadiazoli  (X).
Interesujacy przebieg miata rowniez reakcja imidazo[2,1-c][1,2,4]tiadiazolo-5-onu V (R=H) z
chlorkami kwasow benzenosulfonowych, ktora przebiega przy udziale zwiazkéw posrednich
o strukturze chlorkow tiokarbonylosulfenylowych, a jej produktem  byly
tiokarbonylosulfenamidy V1. Te ostatnie zwiazki okazaty sig stosunkowo nietrwale i podczas
ogrzewania w roztworze DMF-woda tworzyty disiarczki V111 na drodze reakcji rodnikowe;j.

Z kolei 2-alkoksyiminoimidazolidyny XI poddane reakcji z estrami kwasu
acetylenokarboksylowego lub acetylenodikarboksylowego, w zalezno$ci od podstawnikow R
i R, tworzyly pochodne 8-alkoksy-2,8-dihydro-3H-imidazo[1,2-a]pirymidyn-5-onu XI1 lub
2,3-dihydro-1H-imidazo[1,2-a]pirymidyn-5-onu XIIl. Proponowany mechanizm reakcji
prowadzace] do wytworzenia zwiazkow XIII polegatlby na przegrupowaniu retro-enowym

wytworzonych w pierwszym etapie pochodnych XII:

H R H
H reakcja N
-
N\j P retro-enowa E >tN
N — WRl
N /R - RCHO
O
O X XHI

R! = CHj, C4gHs, COOCHj4

R1-C=C-COOR?2
R20H, tw., 0,5-10h

R
R N -/
H - 0O
N o~ R1-C=C-COOC,Hs [ S—n
E >=N > N gt
N Etanol, t.w., 0,5 h
H
o
XI XII
R=H, CgHs R =H, CHs

Rysunek 48. Synteza pochodnych imidazo[1,2-a]pirymidyn-5-onu
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Pod wzgledem dziatania biologicznego najciekawsza grupe stanowity pochodne N-{1-
[(3-tiokso-5,6-dihydroimidazo[2,1-c][1,2,4]tiadiazol-7-ylotio)-tiokarbonylo]-2-imidazo-
lideno}arylo-sulfonamidu VII (Rysunek 47) wykazujace dziatanie cytotoksyczne wzgledem
linii komorkowych nowotwordéw ludzkich: czerniaka, centralnego uktadu nerwowego, nerki,
jajnika oraz uktadu krwiotworczego. Zaproponowany przez nas mechanizm dziatania
cytotoksycznego tej klasy zwiazkow polegalby na tworzeniu rodnikow w wyniku
homolitycznego rozpadu wiazania S-N.

Wyniki powyzej przedstawionych badan zostaty opublikowane w czasopismach takich
jak: Journal of Organic Chemistry [9], Tetrahedron [10], Chemical Physics Letters [11],
Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters [12], Polish Journal of Chemistry [13], Acta
Crystallographica E [14] oraz przedstawione w postaci komunikatow zjazdowych na
konferencjach EUFEPS 2004 [15] oraz MKNOL 2004 [16] 1 w zasadnicze] czgsci stanowity
podstawe mojej rozprawy doktorskiej pt. “Synteza, reaktywnos¢ i struktura nowych
pochodnych 2-iminoimidazolidyny o potencjalnej aktywnosci biologicznej” obronionej na
Wydziale Farmaceutycznym Akademii Medycznej w Gdansku w roku 2005 [17], oraz
wyroznionej przez Oddzial Gdanski Polskiego Towarzystwa Chemicznego w konkursie na
najlepsza pracg doktorska obroniona w AMG.

W roku 2004. wziatem udziat w siedmiodniowej Szkole Zielonej Chemii, ‘Summer
School on Green Chemistry’ w Wenecji, organizowanej przez Universita Ca’ Foscari pod
auspicjami Unii Europejskiej. W ramach zaj¢¢ prowadzonych przez wybitnych specjalistow z
catego $wiata poglebitem swoja wiedzg¢ na temat zasad zielonej chemii oraz perspektyw

rozwoju przemystu chemicznego i farmaceutycznego na swiecie.

3. Dzialalnos$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

W okresie od stycznia 2006 do maja 2007 roku przebywatem na stazu podoktorskim w
Department of Chemistry, Georgia State University, USA, gdzie pod kierunkiem Profesora
Lucjana Strekowskiego prowadzitem badania w zakresie syntezy pochodnych pirymidyny
wykazujacych wptyw na o$rodkowy uktad nerwowy (OUN) za posrednictwem receptoréw
serotoninowych (5-HT). Projekt dotyczyl syntezy analogow 4-(furan-3-ylo)-2-(4-
metylopiperazyn-1-ylo)pirymidyny, otrzymanego wczesniej w laboratorium prof. L.
Strekowskiego selektywnego liganda receptorow serotoninowych (Rysunek 49).
Przeprowadzone przeze mnie syntezy opieraly si¢ na addycji zwiazkow litoorganicznych do

wiazania C=N pierécienia 2-chloropirymidyny w pozycjach 4 lub 6 (reakcja Zieglera),
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utlenianiu powstatych pochodnych 2-chloro-dihydropirymidyny oraz finalnej substytucji
atomu chloru przy uzyciu odpowiedniej aminy.
&

| ~
N~ 'R2
N

R!, R? = alkil, heteroaryl

HsC

Rysunek 49. Pirymidynowe ligandy receptorow 5-HT.

Ogoétem otrzymatem i okreslitem strukturg 60. nowych pochodnych pirymidyny, z ktorych
30 stanowito produkty przeznaczone do badan biologicznych prowadzonych w Instytucie
Farmakologii PAN w zespole prof. Andrzeja J. Bojarskiego. Zwiazki te stanowia wtasnosé¢
intelektualna wspotpracujacych osrodkow z Atlanty i Krakowa i nie zostaty do chwili obecnej
opublikowane.

Poza  wprowadzaniem nasyconych tancuchow  alifatycznych i ugrupowan
heteroaromatycznych, opracowatem skuteczna metode funkcjonalizowania uktadéw 2-
chloropirymidyny i 2-chlorochinazoliny przy zastosowaniu soli litowych karboanionoéw
winylowych, co poszerzylo mozliwosci modyfikacji chemicznej tych ukladow

heterocyklicznych (Rysunek 50) [18, 19]:

OC.Hg
_ OCHa
Ox~CH3 C,H:0 L
ii, H* i, H+
N H* AN iii, DDQ /j iii, DDQ AN CH3ONa
I -~
Cl)\N/ )\

Rysunek 50. Funkcjonalizowanie 2-chloropirymidyny przy zastosowaniu zwiazkoéw lito-

winylowych.

Oprécz wymienionych powyzej publikacji, wyniki badan z moim udziatem nad synteza
pochodnych pirymidyny zostaty przedstawione na trzech konferencjach naukowych: 59th
Southeast Regional Meeting of the American Chemical Society, Greenville, SC, USA [20],
23rd European Colloguium on Heterocyclic Chemistry, Antwerp, Belgia [21], oraz the 60th
Southeastern Regional Meeting (SERMACS), Nashville, TN, USA [22].
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W czasie stazu podoktorskiego uczestniczytem takze w realizacji projektu badawczego,
ktory dotyczyt syntezy zwiazkow chinoliny i akrydyny z wykorzystaniem perfluorowanych 2-
alkiloanilin oraz zwiazkéw Grignarda (Rysunek 51). Wstepne wyniki badan w tym zakresie
zostaly opublikowane w czasopismie Heterocyclic Communications [23] oraz
zaprezentowane na konferencji International Symposium on Advances in Synthetic and
Medicinal Chemistry, St. Petersburg, Rosja [24], natomiast koncowe wyniki sa przedmiotem
publikacji przygotowywanych do druku.

Rl
CF,-RF RF=F)  (55-66%)
*  R? MgBr
NH, F
(ArMgBr) (R"=C3F7)

CsF7

A
1_
Rl=Me, Et _
N R2

R%=H, Me, OMe
(86-92%)
Rysunek 51. Synteza nowych pochodnych chinoliny i akrydyny z wykorzystaniem

perfluorowanych 2-alkiloanilin oraz zwiazkoéw Grignarda.

Konczac roczny staz podoktorski otrzymatem propozycje przedtuzenia pobytu o 5
miesiecy celem wziecia udzialu w realizacji grantu Federalnego Biura Sledczego (FBI)
realizowanego przez profesorow Lucjana Strekowskiego i Gabora Patonay z Georgia State
University oraz dr. Jamesa Krutaka petniacego funkcje ‘senior chemical science advisor’ w
FBI, ktory dotyczyl poszukiwania nowych barwnikow fluorescencyjnych przydatnych w
technikach $ledczych w miejscu zbrodni. Uczestniczac w pracach tego zespotu zdobytem
doswiadczenie w trudnej dziedzinie syntezy cyjaninowych barwnikow fluorescencyjnych nIR.

Podczas pobytu w Atlancie, obok prowadzenia prac eksperymentalnych, wspolnie z
pracownikami Department of Chemistry napisaliémy rozdziat 6:5:6 w Comprehensive
Heterocyclic Chemistry Ill, dotyczacy trojpierScieniowych sprzezonych uktadow
heterocyklicznych [24]. Bratem takze udzial w realizowaniu zadan dydaktycznych

laboratorium chemii organicznej, co wiazato si¢ z opiecka nad studentami i doktorantami

64



(undergraduate, graduate, PhD students) pracujacymi nad wykonaniem swoich prac
licencjackich, magisterskich i doktorskich (opinia prof. L. Strekowskiego w zataczniku 8).

Reasumujac, staz naukowy w Department of Chemistry, Georgia State University
umozliwil mi zdobycie wiedzy 1 umiejetnosci w zakresie:

e stosowania technik magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) oraz praktycznej
obstugi spektrometrow Varian 300 i Bruker 400;

e nowych technik chromatograficznych, w tym preparatywnej chromatografii
cienkowarstwowej z uzyciem chromatotronu. Po powrocie do Polski zakupiono
dwa tego typu urzadzenia, ktore sa rutynowo wykorzystywane przez pracownikow
i studentoéw Wydziatu Farmaceutycznego GUMed;

e prowadzenia reakcji przebiegajacych w niskich temperaturach z uzyciem
zwiazkow metaloorganicznych;

o specyfiki pracy i metod nauczania studentéw na uniwersytecie amerykanskim, co
wiagzato si¢ z nabyciem bieglosci w postugiwaniu si¢ jezykiem angielskim w

aspekcie zadan naukowych i dydaktycznych.

Po powrocie do kraju w polowie 2007 roku ponownie wiaczylem si¢ w nurt badan
prowadzonych w Katedrze i Zaktadzie Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych,
ktorych celem byta synteza pochodnych imidazoliny wykazujacych wplyw na uktad sercowo-
naczyniowy za posrednictwem receptorow a-adrenergicznych i/lub imidazolinowych. Swoja
uwage skupitem na poszukiwaniu nowych zwiazkoéw imidazolinowych o obnizonej — w
poréwnaniu do znanych lekow typu Klonidyny - zasadowosci i ograniczonym stopniu
swobody konformacyjnej. Cel ten zespét badawczy Katedry osiagnal poprzez potaczenie
egzocyklicznego atomu azotu 2-iminoimidazolidyny z podstawnikami o charakterze
elektronoakceptorowym, w tym azolami takimi jak: (indazol-1-yl, indazol-2-yl, benzimidazol-
1-yl, benzotriazol-1-yl, oraz benzotriazol-2-yl). Na tej drodze otrzymano 1-[(imidazolidyn-2-
yl)iminolindazol (marsanidyne), zwiazek bedacy selektywnym agonista receptoréw ofp-
adrenergicznych. Mo6j wktad w realizacje tego projektu polegat na opracowaniu alternatywnej
drogi syntezy analogow marsanidyny bez koniecznosci uzycia toksycznego katalizatora
rteciowego. Metoda ta opiera si¢ na reakcji  2-(metylotio)-4,5-dihydro-1H-imidazol-1-

karboksylanu tert-butylowego z odpowiednim N-aminoazolem (Rysunek 52):
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Rysunek 52. Tradycyjna (u gory) i alternatywna (u dofu) metoda syntezy marsanidyny.

Nowa klasa potencjalnych lekow imidazolinowych, wykazujaca silne dzialanie
hipotensyjne, sedacyje i neuroprotekcyjne, wraz z metodami ich syntezy, jest przedmiotem
migdzynarodowego zgloszenia patentowego PCT Int. Appl. WO 2008-GB4024, ktoérego
wspottworcami sa badacze z zespotu ‘Westminster Hospital, Imperial College’ w Londynie,
kierowanego przez prof. Mervyna Maze, wybitnego specjalist¢ w dziedzinie anestezjologii
[25].

Zachgcony wynikami badan nad marsanidynq, w roku 2009 opracowatem projekt
badawczy pt. "Analogi marsanidyny — selektywnego liganda receptorow alfa,-
adrenergicznych. Synteza i aktywnos¢ biologiczna N-(imidazolin-2-ylo)azoli", ktory uzyskat
finansowanie MNISW w latach 2010-2011 (grant N N405 375637). Projekt ten stanowit
rozwinigcie badan prowadzonych w Katedrze i dotyczyt otrzymania analogow marsanidyny,
zawierajacych mostek metylenowy taczacy uklad heteroaromatyczny z pierScieniem
imidazoliny. Zaprojektowatem i zsyntezowatem 4 serie nowych zwiazkéw na drodze reakcji

2-chlorometyloimidazoliny z azolami w obecnosci wodorku sodu (Rysunek 53):

H
Y, N, Cl NaH LS
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Rysunek 53. Otrzymywanie metylenowych analogéw marsanidyny.
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Zgodnie z oczekiwaniem, w porOwnaniu z marsanidynq Otrzymane 2-
(heteroarylometylo)imidazoliny odznaczaja si¢ nizsza lipofilowoscia i wyzsza zasadowoscia,
co sprawia, iz w warunkach fizjologicznych ulegaja protonowaniu. Badania biologiczne in
vitro prowadzone w zespole prof. Alana L. Hudsona w ‘Department of Pharmacology,
University of Alberta’ w Kanadzie, ktorych celem bylo okre§lenie powinowactwa
otrzymanych zwiazkéw do receptorow o~ i ap-adrenergicznych oraz imidazolinowych Iy i I,
miaty na celu wyselekcjonowanie ligandow o wysokim powinowactwie do receptorow olo-
adrenergicznych. W tej grupie znalazty si¢ pochodne indazolu i indolu, zawierajace w pozycji
7 pierécienia heteroaromatycznego podstawniki takie jak: CHz F, CI, lub Br (K; o, W zakresie
6.4 — 607 nM), ktore jednak wykazywaly stosunkowo niska selektywno$¢, bowiem wiazaty
si¢ takze z receptorami az-adrenergicznymi (K; oy W zakresie 14 — 1670 nM).

Z kolei eksperymenty farmakologow z ‘Department of Pharmacology, Drug
Development and Therapeutics, University of Turku’ oraz ‘Turku University Hospital” w
Finlandii, prowadzone pod kierunkiem prof. M. Scheinina miaty na celu wykazanie wptywu
wyselekcjonowanych zwiazkow na rekombinowany receptor o,-adrenergiczny w oparciu o
badanie indukowanego ligandem wiazania znakowanego nukleotydu [*S]GTPyS. W
badaniach tych wykazano, iZ metylenowe analogi marsanidyny, w poréwnaniu z pelnym
agonista — noradrenaling, posiadaja stosunkowo niska aktywnos¢ wewngtrzna (intrinsic
activity) i moga by¢ zaliczone do kategorii czgsciowych agonistow receptorow o-
adrenergicznych.

W nastepnym etapie, zespot Katedry i Zaktadu Patofizjologii Farmaceutycznej GUMed
kierowany przez prof. Apoloni¢ Rybczynska w badaniach in vivo z uzyciem szczuréw rasy
Wistar dowiodt, ze metylenowe analogi marsanidyny wykazuja wyraznie zaznaczone
dziatanie hipotensyjne i chronotropowe ujemne, zwlaszcza pochodna 7-chloro-indolu
dziatajaca w dawce 10 pg/kg. W Kolejnych eksperymentach z réwnoczesnym podaniem
metoksaminy — selektywnego agonisty receptorow oy-adrenergicznych o dziataniu
hipertensyjnym — obserwowano znaczna redukcj¢ efektu hipotensyjnego, co wskazywalo, ze
otrzymane analogi marsanidyny dziataja jako antagonisci obwodowych receptorow o-
adrenergicznych. Wykazana na tej drodze mozliwos$¢ zastosowania 7-chloro-1-((4,5-dihydro-
1H-imidazol-2-ilo)metylo)-1H-indazolu, a zwlaszcza 7-chloro-1-((4,5-dihydro-1H-imidazol-
2-ilo)metylo)-1H-indolu w terapii choréb uktadu krazenia leglta u podstaw zgloszenia
patentowego P. 396635 [26]. Czgs¢ omowionych powyzej wynikéw badan chemicznych i

biologicznych opublikowano w czasopi$mie Bioorganic and Medicinal Chemistry [27].

67



Do epizodycznych, jak dotad, nalezy zaliczy¢ moja wspotprace z zespotem Katedry i
Zaktadu Chemii Organicznej Wydziatu Farmaceutycznego Collegium Medicum Uniwersytetu
im. Mikotaja Kopernika w Bydgoszczy, kierowanego przez prof. dr hab. Bozeng
Modzelewska-Banachiewicz. Wspoélpraca dotyczyla badan teoretycznych mechanizmu
przegrupowania pochodnych kwasu itakonowego z wykorzystaniem obliczen kwantowo-
chemicznych metoda DFT, a jej efektem jest praca opublikowana w Journal of Molecular
Structure [28], ktorej wspotautorami sa takze specjalisci z Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego, Zaktadu Chemii Ogolnej i Koordynacyjnej Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie oraz Instytutu Mikrobiologii i Biotechnologii tejze Uczelni.

W tym czasie w rodzimej Katedrze otrzymano nowa klas¢ zwiazkoéw o strukturze N-
(arylosulfonylo)karbamoylidow  4-dimetyloaminopirydyniowych, stanowiace trwale i
bezpieczne w uzyciu substytuty izocyjanianéw arylosulfonowych, ktorych strukture
potwierdzono w oparciu 0 wyniki analizy elementarnej oraz metody spektroskopowe IR i
NMR [29]. Zaintrygowany tym odkryciem podjalem proby otrzymania karbamoylidu w
postaci monokrysztaldéw nadajacych si¢ do analizy rentgenostrukturalnej. Pozadany rezultat
przyniosta synteza N-[(2,4,6-triizopropylofenylo)sulfonylo]-karbamoylidu, ktérego strukturg
potwierdzita prof. dr hab. Maria Gdaniec w oparciu 0 badania rentgenograficzne (Rysunek
54):

N(CHj3)>
»
P O\//
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\_/ karbamoylid izocyjanian

Rysunek 54. Karbamoylidy — trwale analogi izocyjanianéw arylosulfonylowych.

Wyniki tych badan oraz modelowania czasteczkowego Kkarbamoylidow 4-
dimetyloaminopirydyniowych sa przedmiotem publikacji zamieszczonej w Journal od
Molecular Structure [30]. Ponadto, mdj udziat w pracach nad zastosowaniem karbamoylidow
do syntezy pochodnych sulfonylomocznika o potencjalnym dzialaniu przeciwnowotworowym
zaznaczony jest publikacja w czasopismie Molecules [31].

W 2012 r. zostalem zaproszony do napisania dwoch artykutéw przegladowych w ‘The

Encyclopedia of Reagents for Organic Synthesis’ [EROS], opracowania encyklopedycznego
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wydawnictwa John Wiley & Sons. Pierwszy z nich po$wigcony jest zastosowaniom kwasu
hydroksyloamino-O-sulfonowego (HOSA) w syntezie organicznej [46], drugi natomiast

dotyczy preparatyki organicznej z udziatem oméwionych powyzej karbamoylidow [47].
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uktad krqzenia oraz receptory imidazolinowe i alfa,-adrenergiczne”, zrealizowany w
latach 2007 - 2009, wykonawca.
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E)

F)

Wspotpraca naukowa

Prof. dr hab. Maria Gdaniec z Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu,
Wydziat Chemii, Zaktad Krystalografii — badania krystalograficzne otrzymanych
nowych uktadow heterocyklicznych.

Prof. Patrick J. Bednarski z Instytutu Farmacji Uniwersytetu w Greifswaldzie, Niemcy
— badania aktywnosci przeciwnowotworowej otrzymanych zwiazkow.

National Cancer Institute, Bethesda, USA - badania  aktywnoSci
przeciwnowotworowej otrzymanych zwiazkow.

Prof. Antonio Frontera z Wydziatlu Chemii, Universitat de les Illes Balears, Palma de
Mallorca, Hiszpania — badania niekowalencyjnych oddziatywan N--S oraz S-S z
zastosowaniem zaawansowanych metod modelowania czasteczkowego DFT.

Prof. Alan Hudson z Department of Pharmacology, University of Alberta, Edmonton,
Kanada - badania powinowactwa in vitro otrzymanych zwiazkéw do receptorow o;- i
op-adrenergicznych oraz imidazolinowych 1; i I, z uzyciem radioligandow
[*H]prazosyny, [?H]RX821002, [*H]klonidyny, oraz [*H]2-BFI.

Prof. Mervyn Maze z Department of Surgery & Cancer, Imperial College, Londyn,
Wielka Brytania - badania wplywu otrzymanych zwiazkéw na osrodkowy uktad
nerwowy.

Prof. Mika Scheinin z Department of Pharmacology, Drug Development and
Therapeutics, University of Turku, Finlandia — ocena potencji dziatania apa-
agonistycznego 1 aktywnosci wewngtrznej badanych zwiazkow.

Prof. Apolonia Rybczynska z Zakladu Patofizjologii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego - badania wptywu in vivo badanych zwiazkéw na S$rednie cisSnienie

tetnicze krwi i czgsto$¢ akcji serca szczurow normotensyjnych.

. Katedra 1 Zaktad Chemii Organicznej Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu

Mikotaja Kopernika.

Migdzynarodowe 1 krajowe nagrody za dziatalno$¢ naukowa albo artystyczna

. Zespotowa Nagroda Ministra Zdrowia w 2004 r. — za cykl prac dotyczacych badan w

dziedzinie syntezy i wtasciwos$ci biologicznych nowych pochodnych imidazoliny
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G)

. Wyroéznienie PTCH za najlepsza prac¢ doktorska obroniona na Wydziale

Farmaceutycznym Akademii Medycznej w 2005 r.

. Nagroda Rektora III Stopnia za wyr6zniona rozprawe doktorska, 2006 r.
. Zespotowa Nagroda Ministra Zdrowia w 2006 r. — za cykl 8 publikacji dotyczacych

syntezy, transformacji i aktywnosci biologicznej nowych pochodnych imidazoliny

. Zespotowa Nagroda Rektora I stopnia 2008 r. — za cykl prac pt.: ,,Synteza, badania

struktury 1 wlasciwosci biologiczne potencjalnych lekow imidazolinowych”

. Zespolowa Nagroda Rektora I stopnia 2010 r. — za odkrycie potencjalnych lekow

kardiologicznych i anestezjologicznych w grupie pochodnych indazolu

. Zespotowa Nagroda Rektora I stopnia 2012 r. za badania nad synteza nowych

zwiazkoéw heterocyklicznych

Migdzynarodowe i krajowe zgloszenia patentowe

F. Saczewski, A. Rybczynska, A. Kornicka, J. Saczewski, D. Ma, M. Maze;
Preparation of 1-[(imidazolidin-2-yl)imino)]indazoles as a,-adrenergic receptor
agonists PCT Int. Appl. WO 2008-GB4024, patent nr WO 2009071906, EP 2227464,
PL 212581. M6j wktad w powstanie tego zgloszenia polegal na opracowaniu
alternatywnej drogi syntezy tych zwiazkow bez koniecznosci uzycia ktopotliwego i

toksycznego katalizatora rtgciowego. Moj udziat procentowy szacujg na 5%.

. J. Saczewski, A. Rybczynska; Nowe pochodne 1-((4,5-dihydro-1H-imidazol-2-

ilo)metylo)-1H-indazolu oraz 1-((4,5-dihydro-1H-imidazol-2-ilo)metylo)-1H-indolu o
dziataniu hipotensyjnym za posrednictwem receptorow alfa-1-adrenergicznych.
Polskie zgtoszenie patentowe nr P.396635. M) wktad w powstanie tego zgtoszenia
polegat na syntezie i zaprojektowaniu wszystkich zwiazkéw. Moj udzial procentowy

szacuj¢ na 90%.

. J. Saczewski, A. Kedzia; Nowe izoksazolo[3,4-b]pirydyn-3(1H)-ony i izoksazolo[3,4-

b]chinolin-3-(1H)-ony oraz produkty ich reakcji z aminami i formaldehydem, sposob
ich wytwarzania oraz zastosowania. Polskie zgloszenie patentowe nr P.400851. Moj
wklad w powstanie tego zgloszenia polegal na syntezie i zaprojektowaniu wszystkich

zwiazkow. M9j udzial procentowy szacujg na 90%.
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H) Dorobek naukowy

1. Sumaryczny impact factor wedtug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie
z rokiem opublikowania: 48.785 (489.250 KBN/MNiSW).

2. Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science (WoS): 104.

3. Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science (WoS): 6.

4. Laczna liczba publikacji petnotekstowych wynosi 28 w tym 25 oryginalnych
artykulow naukowych (Zatacznik Nr 3 -Wykaz dorobku naukowego).

5. Laczna liczba publikacji pelnotekstowych po uzyskaniu stopnia naukowego doktora
wynosi 21 w tym 19 artykutéw naukowych (Zatacznik Nr 3 ~Wykaz dorobku
naukowego po uzyskaniu stopnia doktora) o sumarycznym wspotczynniku
oddziatywania IF = 37.112 (404.000 KBN/MNiSW).

6. Liczba polskich zgloszen patentowych 2.

7. Liczba migdzynarodowych zgloszen patentowych 1.

8. Polskie streszczenie zjazdowe 9.

9. Zagraniczne streszczenie zjazdowe 8.

10. Wygtoszone referaty na krajowych konferencjach tematycznych 4.

5. Dorobek dydaktyczny i popularyzatorski oraz informacja o wspolpracy

mi¢dzynarodowej habilitanta
A) Aktywny udziat w migdzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych

1. J. Saczewski, P. Tabin, F. Saczewski, R. J. Tyacke, D. J. Nutt, J. Man, A. R. Hudson;
Synteza i struktura pochodnych 2-(4,5-dihydroimidazol-2-ylo)indazolu (INDAZIMU)
—nowej klasy selektywnych ligandow receptora imidazolinowego I,. XXII Sesja
Naukowa Wydzialu Farmaceutycznego AMG, Gdansk, 2003, komunikat ustny U5.

2. J. Saczewski, P. Tabin, F. Saczewski, R. J. Tyacke, D. J. Nutt, A. R. Hudson; 2-(4,5-
Dihydroimidazol-2-yl)indazole (Indazim) derivatives, a new class of selective
imidazoline; recetor ligands. Polish-Austrian-German-Hungarian-Italian Joint
Meeting on Medicinal Chemistry, Krakow, 2003, abstrakt 28, komunikat ustny O3.

3. F. Saczewski, E. Kobierska, J. Sgczewski, J. Petrusewicz, B. Kaminska, M. Gdaniec;

Synteza nowych pochodnych 2-imidazoliny o potencjalnym wplywie na uktad krqzenia.
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XVIII Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego, Poznan, 2001
S.13s. W-1.

4. J. Saczewski, Z. Brzozowski; Application of 2-methoxyiminoimidazolidine to the
synthesis of imidazoline receptor (IR) ligands. The Fourth Multidisciplinary
Conference on Drug Research (MKNOL), Gdansk-Sobieszewo, 2004, abstrakt P-62.

5. J. Saczewski, M. Gdaniec; Synthesis of novel 2-iminoimidazolidine derivatives with
potential biological activities Il Konwersatorium Chemii Medycznej, Lublin, 08-10
wrzes$nia 2009, komunikat ustny.

6. J. Saczewski, M. Gdaniec; Synteza potencjalnych lekéw na drodze nukleofilowej
substytucji przy atomie azotu o hybrydyzacji sp?> XXI Naukowy Zjazd Polskiego
Towarzystwa Farmaceutycznego "Farmacja polska na tle Unii Europejskiej", Gdansk,
12-15 wrzesnia 2010 — prezentacja ustna.

7. J. Saczewski, M. Gdaniec, A. Hudson; Synteza pochodnych n-tlenku
iminoimidazolidyny, ligandow receptorow alfa-adrenergicznych i imidazolinowych
XXI1 Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego "Farmacja polska na
tle Unii Europejskiej", Gdansk, 12-15 wrzesnia 2010.

8. J. Saczewski, M. Gdaniec, P. J. Bednarski, A. Makowska; Application of a new
sulfenium ion-induced 5-endo-trig cyclization to the synthesis of fused thiadiazole
derivatives with in vitro anticancer activity Italian, Austrian, Czech, Greek,
Hungarian, Polish, Slovak, Slovenian V11 Joint Meeting on Medicinal Chemistry,
Katania, Wtochy, 2011.

9. J. Saczewski, M. Gdaniec, P. J. Bednarski, A. Makowska; Application of a new
sulfenium ion-induced 5-endo-trig cyclization to the synthesis of fused thiadiazole
derivatives with cytostatic activity 6™ Polish-German Symposium on Pharmaceutical
Sciences - Perspectives for a new decade - Perspektywy na nowe dziesigciolecie -
Perspektiven fiir ein neues Jahrzehnt, Diisseldorf, May 20-21, 2011.

B) Udziatl w komitetach organizacyjnych migdzynarodowych i krajowych konferencji

naukowych

1. XXII Sesja Naukowa Wydzialu Farmaceutycznego AMG, Gdansk, 2003, - udzialt w
obstudze technicznej konferencji.

2. XXIII Konferencja Naukowa Wydziatu Farmaceutycznego Akademii Medycznej w
Gdansku, Wydzial Farmaceutyczny AMG w obszarach badawczych farmacja -

79



C)

D)

kosmetyki - biotechnologia, Gdansk, 2009 - udziat w obstudze technicznej

konferencji.

Udzial w komitetach redakcyjnych 1 radach naukowych czasopism

Od listopada 2011 pelnie funkcjg¢ zastgpcy redaktora naczelnego i redaktora z
uprawnieniami do decydowania o przyjmowaniu prac do druku (Associate Editor)
czasopisma naukowego Heterocyclic Communications, ujetego na liScie Journal
Citation Reports (JCR) — impact factor 0,522, w wydawanego przez oficyng

wydawnicza De Gruyter z siedziba w Berlinie.

Osiagnigcia dydaktyczne 1 w zakresie popularyzacji nauki lub sztuki

. Prowadzenie ¢wiczen i seminariow dotyczacych syntezy i charakteryzacji $srodkoéw

leczniczych w ramach przedmiotu Synteza i technologia srodkow leczniczych.

. Prowadzenie ¢wiczen i seminariow w zakresie podstaw biotechnologicznej syntezy i

oczyszczania poOlproduktow oraz lekow otrzymywanych ta metoda w ramach
przedmiotu Biotechnologia farmaceutyczna dla studentow IV roku kierunku farmacja.
Opracowanie programu zaj¢é z podstaw modelowania czasteczkowego w ramach
przedmiotu Synteza i technologia srodkow leczniczych dla studentow IV roku
kierunku farmacja oraz szkolenie pracownikéw Katedry Technologii Chemicznej
Srodkéw Leczniczych w zakresie modelowania czasteczkowego i dydaktyki tego
przedmiotu.

Opracowanie i wygtaszanie wyktadow w ramach zaje¢ fakultatywnych Farmacja
przemystowa oraz Biotechnologia farmaceutyczna dla studentow V roku farmacji na
temat naturalnych i potsyntetycznych substancji cukrowych wykorzystywanych w
przemysle farmaceutycznym oraz nowatorskich nanotechnologicznych rozwigzan w

technologii postaci leku.

. Prowadzenie ¢wiczen i seminariow w ramach przedmiotu Chemia organiczna dla

studentow II roku farmaciji.

. Zajecia fakultatywne pt. Spektroskopowe metody okreslania struktury zwiqzkow

organicznych, dotyczace teoretycznych i praktycznych podstaw nowoczesnych
technik spektroskopowych IR, *H-NMR, *C-NMR, NOE, HSQC, HMBC, DEPT,
COSY, TOCSY oraz MS dla studentow II roku kierunku farmacja.
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E)

F)

G)

H)

Opieka naukowa nad studentami

Opieka nad wykonaniem 11 prac magisterskich studentow macierzystego Wydziatu.
Opieka nad studentami undergraduate (dwie osoby, trzy miesiace) oraz graduate (dwie
osoby, osiem miesigcy) pracujacymi nad wykonaniem swoich prac licencjackich i

magisterskich w Department of Chemistry, Georgia State University.

Opieka naukowa nad doktorantami w charakterze opiekuna naukowego

Jeff Klenc, wrzesien 2006 — kwiecien 2007, Design and synthesis of novel serotonin
receptor ligands, Department of Chemistry, Georgia State University, opiekun

naukowy, opracowanie syntezy 4-winylowych pochodnych 2-chloropirymidyny

Staze w zagranicznych 1 krajowych osrodkach naukowych lub akademickich

Praca magisterska wykonana w ramach programu Erazmus w Dipartimento di
Chimica e Tecnologia del Farmaco, Universita degli Studi di Perugia (6 miesigcy,
2002).

Staz podoktorski okresie 2 stycznia 2006 — 31 maja 2007 w Department of Chemistry,
Georgia State University, USA. Praca pod kierunkiem profesora Lucjana
Strekowskiego nad synteza pirymidynowych ligandow receptoréw serotoninowych

oraz poszukiwaniem nowych barwnikow fluorescencyjnych na zlecenie FBI.

. Udziat Szkole Zielonej Chemii, ‘Summer School on Green Chemistry’ w Wenecji,

organizowanej przez Universita Ca’ Foscari (7 dni, 2004).

Recenzowanie projektéw migdzynarodowych i krajowych

. Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, recenzent raportu koncowego projektu

badawczego w programie luventus Plus — | edycja.
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Recenzowanie publikacji w czasopismach migdzynarodowych

Macromolecular Rapid Communications (IF = 4.596)
Tetrahedron (IF = 3.025)

Molecules (IF = 2.386)

Bioorganic & Medicinal Chemistry (IF = 2.921)
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters (IF = 2.554)
Journal of the Serbian Chemical Society (IF = 0.879)

l})’d ssllay S)C{MJ/O

82



