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4.2. Wykaz publikacji stanowigcych podstawe habilitacji
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dihydro-1H-1,2,4-triazol-3-yl)benzenesulfonamides with potential anticancer activity.
Monatsh. Chem. 143 (2012) 1705-1718
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Opis indywidualnego wktadu habilitanta W powstanie kazdej z wieloautorskich publikacji

znajduje si¢ W Zalaczniku nr 4 (Wykaz opublikowanych prac naukowych lub tworczych prac
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zawodowych oraz informacja 0 osiggnieciach dydaktycznych, wspolpracy naukowej
I popularyzacji nauki). Os$wiadczenia wspotautoréw okreslajace indywidualny wktad

w powstanie poszczegolnych prac znajdujg si¢ W Zatgczniku nr 7.

4.3. Opis badan i wynikow stanowigcych podstawe habilitacji
4.3.1. Wprowadzenie

Obecnie choroby nowotworowe sg przyczyng co sibdmego zgonu i stanowig wieksze
zagrozenie dla zycia niz AIDS, gruzlica i malaria tacznie. Wedtlug ustalen Migdzynarodowej
Agencji Badan nad Rakiem, w roku 2012 liczba zgonéw spowodowanych nowotworami
osiggneta 8,2 miliona i przypuszcza si¢, ze W 2030 roku liczba ta wzrosnie do 13 milionéw
w wyniku wzrostu i starzenia si¢ ludnosci. Dane statystyczne dotyczace umieralno$ci na
nowotwory za 2012 rok wskazuja, ze gldowna przyczyng $mierci wéréd mezczyzn sg rak ptuc
(1 098 700 zgonow), watroby (521 000), zotadka (469 000) i okreznicy (373 600), natomiast
wsrod zenskiej populacji rak piersi (521 900), ptuc (491 200), szyjki macicy (320 300)
1 okreznicy (265 700) [1].

Jedna z podstawowych metod leczenia nowotworow jest chemioterapia wykorzystujaca
leki cytotoksyczne 0 ogodlnoustrojowym dziataniu. To ogoélnoustrojowe dziatanie lekow
cytotoksycznych obarczone jest jednak wadg z uwagi na uszkadzanie szybko dzielacych si¢
komorek zdrowych, np. szpiku kostnego, gamet czy komorek nabtonkowych. Konsekwencja
takiej terapii sg liczne dziatania niepozadane takie jak zmniejszenie odpornosci, mielosupresja,
utrata owtosienia, nudnosci, wymioty, biegunki, jak rowniez przerzuty i rozwoj opornosci
komodrek nowotworowych juz po kilku cyklach terapeutycznych. Pomimo tego korzysci
wynikajace z chemioterapii sa niezaprzeczalne i daja szans¢ na wyleczenie raka od kilku do
nawet dziewigédziesieciu procent, W zaleznosci 0 typu nowotworu [2].

Glownym zadaniem chemioterapeutyku, jako $rodka przeciwnowotworowego jest
indukowanie apoptozy lub pobudzanie funkcji apoptotycznych okreslonych biatek. Apoptoza
jest zaprogramowang $miercig komorki i umozliwia wyeliminowanie komorek uszkodzonych
badz nie funkcjonujacych prawidtowo. W wielu typach nowotworéw proces apopotozy jest
zaktocony w wyniku mutacji genéw kodujacych biatka pro-apoptotyczne lub promowania
syntezy biatek anty-apoptotycznych, prowadzacych do niekontrolowanego wzrostu guza [3,4].

Pomimo wieloletnich wysitkéw W obszarze projektowania zréznicowanych molekut
nadal niewiele jest selektywnych cytostatykow, ktore moga by¢ stosowane klinicznie w sposob
bezpieczny dla pacjenta. Opracowanie nowych, syntetycznych i aktywnych $rodkow

antyproliferacyjnych, ktore sg bardziej selektywne pod wzgledem cytotoksycznosci wobec
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komorek rakowych niz zdrowych jest niewatpliwie konieczne dla efektywnego leczenia
cigzkich choréb nowotworowych.

Poszukiwanie lekow w oparciu 0 okre$lony cel molekularny jest jedng z najbardziej
popularnych strategii poszukiwan nowych chemioterapeutykéw. W przypadku, kiedy znana
jest struktura liganda endogennego dokonuje si¢ jego modyfikacji strukturalnych w celu
uzyskania selektywnego i silnego oddzialywania z celem molekularnym. Modyfikacje
strukturalne czesto wspomagane sg metodami dokowania molekularnego, ktére pozwalajg na
przewidywanie potencjalnych miejsc wigzgcych liganda do biatka z uwzglednieniem
struktury 3D [S5]. Nie mniej wazng strategia W poszukiwaniu chemioterapeutykow jest
podejscie oparte na taczeniu W jednej czasteczce blokow budulcowych, fragmentow znanych
lekow, struktur wiodacych czy struktur typu ,,hit”. Polaczenie co najmniej dwoch ugrupowan
farmakoforowych zwigzkéw przeciwnowotworowych W pojedyncza substancje chemiczng
zwang hybryda ma na celu uzyskanie synergistycznego dziatania 0 zwigkszonej skutecznos$ci
W poréwnaniu do wyjsciowych zwigzkow [6,7]. Wsrod zalet hybrydy molekularnej nalezy
wymieni¢ wyzsza aktywno$¢ ze wzgledu na dziatanie na wiele celow molekularnych,
minimalizacj¢ lekoopornosci i Skutkow ubocznych oraz poprawe wihasciwosci
farmakokinetycznych [7].

Sulfonamidy stanowig klasyczng grupe lekow chemioterapeutycznych o szerokim
spektrum dziatania farmakologicznego [8]. Historycznie klasa tych zwiazkéw wywodzi si¢
z sulfanilamidu, bedacego struktura wiodaca dla waznych lekow, takich jak przeciwbakteryjny
sulfatiazol [9], przeciwjaskrowy acetazolamid [10], diuretyczny furosemid [11],
hipoglikemiczny glibenklamid [12] czy przeciwwirusowy amprenawir [13]. Doniesienia
literaturowe ostatnich lat pokazuja, ze pochodne sulfonamidéw posiadaja aktywno$é
przeciwnowotworowa in vitro i in vivo o r6znych mechanizmach dziatania, wlaczajac inhibicje
anhydrazy weglanowej, hamowanie cyklu komorkowego w fazie G1, inhibicj¢ polimeryzacji
tubuliny czy hamowanie angiogenezy (inhibicja metaloproteinaz macierzy pozakomoérkowej) [ 14].

Wisrod arylosulfonamidow o istotnym znaczeniu klinicznym w leczeniu nowotworéw
nalezy wymieni¢ pazopanib, belinostat i dabrafenib. Pazopanib bedacy silnym i selektywnym
inhibitorem kinazy tyrozynowej zostat dopuszczony do leczenia nowotwordw ztosliwych nerek
I migsaka tkanek miekkich [15,16]. Belinostat, jako inhibitor deacetylazy histonowej, zostat
wlaczony do leczenia chioniaka z obwodowych komérek T [17]. Natomiast inhibitor BRAF,

dabrafenib, stosowany jest w leczeniu nieoperacyjnego i ztosliwego czerniaka [18].
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Wazng grupe sulfonamidéw 0 aktywno$ci przeciwnowotworowej stanowia
N-acylosulfonamidy. Ogromny potencjal N-acylosulfonamidow wynika z obecnosci
ugrupowania N-H i jego wiasciwosci chemicznych. Forma sprotonowana posiada kwasowy
atom wodoru, ktory moze by¢ donorem W wigzaniu wodorowym. Tego typu pochodne moga
by¢ uzyteczne jako zwigzki wigzace aniony czy tez inne akceptory wigzan wodorowych.
Natomiast forma zdeprotonowana N-acylosulfonamidu, stanowigca sprz¢zong zasade moze
potencjalnie wigzac kationy [19]. N-Acylosulfonamidy z powodzeniem znalazty zastosowanie
we wspotczesnych srodkach leczniczych m.in. jako bioizostery kwasow karboksylowych [20].
W poréwnaniu do kwaséw karboksylowych, zwiazki zawierajace acylowane ugrupowanie
sulfonamidowe wykazuja czesto zwigkszong doustng biodostgpnosc¢ i stabilno§¢ metaboliczng
czy tez wyzsza aktywno$¢ biologiczng. Ponadto N-acylowane sulfonamidy wykazuja
odpornos¢ zarowno wobec hydrolizy chemicznej jak i enzymatycznej.

Wsrod opisywanych dotychczas w literaturze N-acylosulfonamidow, co najmniej cztery
znalazty si¢ w badaniach klinicznych jako leki cytostatyczne w chorobach nowotworowych:
LY573636-s01 sodowa (Tasisulam) [21,22], ABT-737 [23], ABT-263 (Navitoclax) [24,25]
i ABT-199 [26]. Tasisulam indukuje wewnatrzpochodny szlak apoptotyczny oraz wykazuje
dziatanie antyangiogenetyczne. Lek ten dotart do IIl fazy badan klinicznych w leczeniu
czerniaka ztosliwego, jednakze z powodu toksycznosci badania zostaty zakonczone [27].
Natomiast leki ABT-737, ABT-263 i ABT-199, stanowiace grupe wzajemnych analogow,
wykazuja aktywno$¢ inhibicyjng wobec antyapoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2 i znalazty

zastosowanie w leczeniu biataczki i raka ptuc [23-26].

\/\
H
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LY573636-s6l sodowa O ABT-737 o)

Cl




Zalgcznik nr 2 | Beata Zolnowska

o} o)
7\
ABT-263 ABT-199 [/ <N

N
H

Sulfonamidy to takze najwigksza klasa inhibitorow anhydrazy weglanowej (CA),
metaloenzymu katalizujacego hydratacje¢ CO2 do HCOs™ i H* [28]. Mechanizm inhibicji CA
przez sulfonamidy polega na wiazaniu si¢ grupy sulfonamidowej z jonem Zn?* znajdujacym sic
w centrum aktywnym enzymu. Reszta sulfonamidowa najczeSciej przytaczona jest do
pierscienia benzenowego [29].

W ostatnich latach udowodniono, ze ekspresja CA IX i X1l w nowotworach zto§liwych
odgrywa kluczows role dla przetrwania komorek nowotworowych, ich proliferacji, migracji,
adhezji i wzrostu [30-32]. Ta specyficzna ekspresja obserwowana jest w nowotworach
ztosliwych piersi, ptuc, nerki, okreznicy, szyjki macicy, jamy ustnej, watroby, mozgu, trzustki
I nabtonka zotadka [33-35]. Rola CA IX w nowotworach jest zmniejszenie kwasicy
wewnatrzkomoérkowej, bedacej wynikiem zwigkszonej glikolizy i produkcji mleczanu
w warunkach niedotlenienia komoérek nowotworowych. Dzigki regulacji pH mikro$rodowiska
tych komorek mozliwe jest ich przezycie i wzrost w warunkach hipoksji.

Wykazano, ze inhibicja CA IX powoduje $mier¢ komoérek nowotworowych, w zwigzku
Z tym zahamowanie jej aktywnosci stanowi dogodny cel terapii przeciwnowotworowej [29,36].
Atrakcyjno$é takiego celu molekularnego podkresla minimalna ekspresja CA IX w komorkach
zdrowych oraz lokalizacja enzymu na zewngtrznej powierzchni komorki, umozliwiajaca
projektowanie selektywnych inhibitorow CA IX. Z kolei selektywna inhibicja izoform IX i XII
pozwala na zminimalizowanie ryzyka wystgpienia efektow ubocznych wynikajacych
z niepozadanej inhibicji innych powszechnie wystepujacych izoform cytozolowych CA 1 Il.
Dotychczas poznano niewiele specyficznych inhibitorow CA IX i XII 0 skutecznym dziataniu
przeciwnowotworowym, a najbardziej znanym inhibitorem CA IX jest SLC-0111, ktéry po
pozytywnych badaniach | fazy w leczeniu zaawansowanych guzéw litych
[https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02215850] obecne znajduje si¢ w badaniach
klinicznych pacjentow z rakiem trzustki [https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03450018].
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SLC-0111

Zwiazki heterocykliczne, a zwlaszcza zwigzki zawierajace atomy azotu, odgrywaja
podstawowg role W projektowaniu lekow przeciwnowotworowych z uwagi na ich szerokie
rozpowszechnienie w przyrodzie i uczestniczenie w procesach fizjologicznych, jak
1 patologicznych. Potwierdzeniem tego kluczowego znaczenia moze by¢ fakt, iz okoto 75%
wszystkich lekow heterocyklicznych, zatwierdzonych przez FDA do obrotu w latach
2010-2015, stanowig zwigzki heterocykliczne zawierajgce atom/y azotu [37]. Ogromny
potencjat biologiczny zwigzkéw heterocyklicznych wigze si¢ z  wlasciwosciami
fizykochemicznymi heteroatomu, ktéry w zaleznos$ci od warunkéw pH $rodowiska moze
wykazywa¢ witasciwosci kwasowe lub zasadowe [38]. Takie wlasciwosci maja olbrzymie
znaczenie dla oddzialywan uktadu heterocyklicznego z miejscami wigzacymi enzymow, przez
co pozwalajg na projektowanie inhibitoréw enzymow uczestniczgcych W rozwoju nowotwordu.

Wsrod azotowych zwigzkéw  heterocyklicznych interesujaca grupe stanowia
1,2,4-triazole, 1,2,4-triazyny i 1H-pirole ze wzglgdu na wykorzystanie tych elementow
strukturalnych w szeregu preparatow przeciwnowotworowych. Doniesienia literaturowe
utrzymuja, ze chemioterapeutyki zawierajace pierScien 1,2,4-triazolu tj. worozol, letrozol
I anastrozol z powodzeniem stosowane sa w terapiach raka piersi jako inhibitory aromatazy
[39]. Potencjat terapeutyczny wykazuje takze analogiczny 5-okso-1,2,4-triazol — ganetespib,
bedacy inhibitorem biatka opiekunczego Hsp90. Ganetespib znajduje si¢ obecnie w badaniach
klinicznych | i II fazy na szerokim spektrum réznych typéw nowotworéw m.in. raka jelita

grubego, jajnika, ptuc, piersi, szyi i glowy oraz czerniaka [40].

Me
/
N
N \/ N
X
Me Me N N O
Worozol Anastrozol Letrozol Ganetespib

Z kolei szesciocztonowy pierscien 1,2,4-triazyny stanowi kluczowy element struktury
dla tirapazaminy, proleku ulegajacego w warunkach niedotlenienia aktywacji do postaci
cytotoksycznej uszkadzajacej DNA [41]. Tirazapamina znalazta si¢ w III fazie badan jako lek
W terapiach nowotworow gtowy i szyi [https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00174837] oraz
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ptuc [https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00006484]. Innym waznym lekiem 0 strukturze
1,2,4-triazyny jest 6-azaurydyna. Udokumentowano szereg dzialan przeciwnowotworowych
6-azaurydyny i jej analogdw wobec biataczki [42], raka piersi (MCF-7), raka okreznicy
(HCT-116) i raka watrobowokomorkowego (Hep-G2) [43]. Wsrdd pochodnych 1,2,4-triazyny
o skondensowanych pier$cieniach nalezy wymieni¢ briwanib (BMS-690514), selektywny
inhibitor receptora czynnika wzrostu naskérka (EGFR) i receptora czynnika wzrostu
srodbtonka (VEGRF) stosowany W leczeniu niedrobnokomoérkowego raka ptuc [44]. Briwanib
przeszedt ponadto badania Kkliniczne Il fazy jako lek podawany doustnie w terapii raka

watrobowokomorkowego [45].

o]
H. N H\ Me

- O||
0 I
] N
Nt O)\N

~ N :
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l}l+ NH,
o HO'  “-oH N N

Tirazapamina 6-Azaurydyna Briwanib

1H-Pirole stanowig takze wazng klase lekow przeciwnowotworowych, a wsrdd nich
uwage zwracajg obatoklaks, sunitynib i uliksertynib. Obatoklaks jako inhibitor biatek z rodziny
Bcl-2, przeszedt badania drugiej fazy w leczeniu nowotworow hematologicznych [46]. Z kolei
sunitinib, doustny inhibitor licznych receptoréow kinazy tyrozynowej, zostat dopuszczony jako
lek pierwszego rzutu w terapii metastatycznego nowotworu nerki [47]. Uliksertynib znalazt
zastosowanie w leczeniu pacjentow z guzami litymi wykazujacymi aberracje genetyczne
BRAF, NRAS i MEK [48].

N
Et N N—cl
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4.3.2. Zatozenia i cel badan

Wobec nasilajgcej si¢ wcigz tendencji wzrostu zachorowan na choroby nowotworowe
I oporno$ci nowotworow na obecnie stosowane leki istnieje ciggla potrzeba poszukiwania
nowych chemioterapeutykdéw skutecznych w leczeniu choréb nowotworowych.

Celem podjetych badan naukowych, ktorych efekty przedstawia cykl 7 publikacji
(A1-A7), byta synteza i struktura nowych N-podstawionych pochodnych benzenosufonamidu
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0 spodziewanej aktywnos$ci przeciwnowotworowej. Zaplanowane badania mialy ponadto na
celu ustalenie wptywu modyfikacji strukturalnych na aktywno$¢ przeciwnowotworowa
N-podstawionych benzenosulfonamidow.

Osiggnigcie celu badawczego wymagalo racjonalnego zaprojektowania nowych
zwigzkow prowadzacych do $mierci komorek nowotworowych lub hamujacych ich
namnazanie. Krytyczna analiza aktualnego stanu wiedzy na temat aktywnosci
przeciwnowotworowej pochodnych 1,2 4-triazolu, 1,2,4-triazyny, 1H-pirolu i sulfonamidéw,
jak rowniez poznanych mechanizmow ich dziatania, pozwolita na postawienie hipotezy, iz
zwiazki zwierajace wspominane pierscienie heterocykliczne i/lub fragmenty arylosulfonamidu
mogg wykazywac¢ aktywnos$¢ przeciwnowotworowa.

Struktury zaplanowanych zwiazkow stanowily hybrydy molekularne otrzymane
w  wyniku potaczenia fragmentu benzenosulfonamidowego z  ugrupowaniami
farmakoforowymi  wystepujacymi  w  znanych i Kklinicznie stosowanych lekach
przeciwnowotworowych, jak réwniez ugrupowaniami uczestniczacymi W oddziatywaniach
z ludzka anhydrazg weglanowa - celem molekularnym w terapiach przeciwnowotworowych.

Zaplanowane N-podstawione benzenosulfonamidy stanowity ponizsze szeregi pochodnych:

e 4-chloro-2-merkapto-5-metylo-N-(5-o0kso-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-3-ylo)-
benzenosulfonamidy, | (publikacja Al)

e N-(5-arylo-1,2,4-triazyn-3-ylo)-4-chloro-2-merkaptobenzenosulfonamidy, 11
(publikacja A4)

e 4-chloro-2-merkapto-N-(5-0kso-4,5-dihydro-1,2,4-triazyn-3-ylo)benzenosulfonamidy, 111
(publikacja A5)

e N-(arylo/heteroarylo)-4-(1H-pirol-1-ylo)benzenosulfonamidy, IV (publikacja A7)

e N-acylo-4-chloro-2-merkapto-5-metylobenzenosulfonamidy, V (publikacja A3)

e N-podstawione N'-(4-chloro-2-merkapto-5-metylobenzenosulfonylo)guanidyny, VI
(publikacja A2)

e 2-(4-chloro-5-metylo-2-merkaptobenzenosulfonylo)-1-(1,3,5-triazyn-2-yloamino)-
guanidyny, VII (publikacja A6) (Rycina 1).

11
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Rycina 1. Struktury ogélne N-podsatwionych benzenosulfonamidow serii 1-V1I.

Serie  N-heterocyklicznych pochodnych 2-merkaptobenzenosulfonamidu opisane
w pracach Al, A4 i A5 zaprojektowano w oparciu o pierscienie heterocykliczne 1,2,4-triazolu
(1) (A1), 1,2,4-triazyny (I1) (A4) i 5-0kso-1,2,4-triazyny (111) (A5) oraz farmakoforowe
ugrupowanie 2-merkaptobenzenosulfonamidu, ktorego aktywno$¢ biologiczna jest
dokumentowana od kilkunastu lat w Katedrze i Zaktadzie Chemii Organicznej przez zespot
prof. Jarostawa Stawinskiego. Do badan wiaczono takze szereg N-arylo/heteroarylo
podstawionych pochodnych benzenosulfonamidu zawierajacych pierscien 1H-pirolu w pozycji
4  pierScienia  benzenowego  (I1V) (A7), a takze  seri¢  pochodnych
2-merkaptobenzenosulfonamidu zawierajacych na atomie azotu ugrupowanie acylowe (V)
(A3). Z kolei w strukturze docelowych zwigzkow serii VI (A2) i VII (A6) uwzgledniono
farmakoforowe ugrupowanie pierwszorzedowego sulfonamidu, ktorego obecnos¢ w czasteczce
jest niezbgdna dla wigzania si¢ inhibitora z centrum katalitycznym anhydrazy weglanowe;.
Podjeta metodyka badawcza zakladala dwutorowos$¢ poszukiwan aktywnych
przeciwnowotworowo zwigzkow, to jest:
v' badania przesiewowe na liniach nowotworowych majgce na celu wytypowanie struktur
wiodacych wérdd zwiazkow hybrydowych oraz
v badania aktywnosci inhibicyjnej wobec wybranych izoform hCA oraz aktywnosci
przeciwnowotworowej majace na celu wytypowanie struktur wiodgcych wsrod

zmodyfikowanych strukturalnie ligandow anhydrazy weglanowe;.

12
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Do badan przesiewowych wtaczono zwigzki z szeregu I, 11, 111, IV bedace N-heterocyklicznymi
lub  N-arylowymi  pochodnymi  benzenosulfonamidu oraz  N-acylowe pochodne
benzenosulfonamidu reprezentowane przez szereg V (pkt. 4.3.3). Natomiast pochodne
benzenosulfonyloguanidyny (szeregi VI i VII), zaprojektowane jako inhibitory powigzanych
z procesami nowotworowymi izoform ludzkiej anhydrazy weglanowej, poddano ocenie
funkcjonalnej w testach aktywnosci inhibicyjnej jak 1 przeciwnowotworowej (pkt. 4.3.4).
Obydwa nurty badan wpisuja si¢ we wspotczesne strategie poszukiwan chemioterapeutykow
w walce z chorobami nowotworowymi.

Badania nad syntezg zwigzkow 0 aktywnosci przeciwnowotworowej poszerzono
0 badania mechanizmu dziatania tych zwigzkéw na komodrki nowotworowe oraz oceng ich
stabilnosci metabolicznej in vitro z wykorzystaniem enzyméw mikrosomalnych watroby
i NADPH w uktadach imitujgcych warunki fizjologiczne. Ponadto wptyw modyfikacji
strukturalnych na aktywnos$¢ biologiczng otrzymanych benzenosulfonamidow poddano
analizie jako$ciowej (SAR) oraz ilosciowej (QSAR).

4.3.3. Wyniki badan nad N-heterocyklicznymi oraz N-acylowymi pochodnymi
benzenosulfonamidu
4.3.3.1. Synteza i struktura

Zastosowanie w syntezie pochodnych soli monopotasowych
N-(2-merkaptobenzenosulfonylo)cyjanamidu ~ pozwolito  na  dogodne  otrzymanie
zaplanowanych zwigzkow docelowych (I-111, V) w jednym (V) badz w dwoch (I-111) etapach.
Przydatno$¢ wyze; wymienionych soli W syntezie sulfonamidéw dokumentowana jest
w Katedrze i Zaktadzie Chemii Organicznej od 2002 roku, a efektem tych prac jest olbrzymia
biblioteka pochodnych sulfonamidu o zweryfikowanej aktywnosci biologiczne;.

Zwigzkami wyjsciowymi W celu otrzymania pochodnych 4-chloro-2-merkapto-5-metylo-
N-(5-0kso-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-3-ylo)benzenosulfonamidu serii | (publikacja Al) byty
odpowiednie sole monopotasowe N-(2-merkaptobenzenosulfonylo)cyjanamidu (A), ktore
poddane reakcji z chlorowodorkiem  fenylohydrazyny, metylohydrazyny czy
p-toluenosulfonylohydrazydem prowadzity do produktéow posrednich 3-R%-amino-1-(4-chloro-
2-merkapto-5-metylobenzenosulfonylo)guanidyn (B) (Schemat 1). Reakcje addycji
nukleofilowej do grupy nitrylowej prowadzono w bezwodnym toluenie w temp. wrzenia,
w obecnosci kwasu p-toluenosulfonowego w przypadku zastosowania
p-toluenosulfonylohydrazydu jako nukleofilowego reagenta.

Synteze  docelowych ~ pochodnych  N-(5-okso-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-3-

ylo)benzenosulfonamidu  1-15  zaplanowano z  wykorzystaniem  izocyjanianu

13
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p-toluenosulfonylu jako prekursora gruby karbonylowej. W pismiennictwie chemicznym
izocyjaniany opisywane sa jako czynniki elektrofilowe, ktore reagujac z hydrazynami
prowadzg do cyklizacji pieciocztonowych pierscieni heterocyklicznych [49]. W wyniku
przeprowadzonych optymalizacji warunkéw reakcji opracowano finalng metode syntezy
triazolonéw (1-15) z zastosowaniem trzykrotnego nadmiaru molowego izocyjanianu
p-toluenosulfonylu w stosunku do odpowiedniej 3-amino-1-(4-chloro-2-
merkaptobenzenosulfonylo)guanidyny (B), w s$rodowisku bezwodnego tetrahydrofuranu
we wrzeniu (w czasie 8-36 h). Nalezy podkresli¢, ze zmniejszenie nadmiaru molowego

izocyjanianu prowadzito do mieszaniny produktéw trudnej do rozdziatu.

1 1 1
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Schemat 1. Synteza pochodnych 4-chloro-2-merkapto-5-metylo-N-(5-okso-4,5-dihydro-1H-1,2,4-
triazol-3-ylo)benzenosulfonamidu typu I.

0 N o a ~ W N

Struktur¢ otrzymanych pochodnych scharakteryzowano w oparciu o szczegdtowa
analize spektroskopowa (*H NMR, C NMR, MS) i analize elementarng (C, H, N).
Przeprowadzone dla reprezentatywnego zwigzku 6 badania rentgenokrystalograficzne
potwierdzity obecnos$¢ pieciocztonowego pierscienia 5-0kso-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazolu
(Rycina 2). W prezentowanej na Rycinie 2 strukturze zdeprotonowana grupa sulfonamidowa
zaangazowana jest W tworzenie pary jonowej z kationem pirydyniowym, a wigzanie N(4)—H(4)
wykazuje zdolnos¢ do tworzenia miedzyczasteczkowego wigzania wodorowego NH---O

z atomem tlenu O5 grupy karbonylowej sasiedniej czgsteczki.
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Rycina 2. Projekcja ORTEP monokrysztatu zwigzku 6.

Kontynuujac badania nad syntezag benzenosulfonamidéw podstawionych ukladem
heterocyklicznym na atomie azotu opracowano dogodne metody syntezy pochodnych N-(5-arylo-
1,2,4-triazyn-3-ylo)benzenosulfonamidu serii 11 (publikacja A4) oraz N-(5-okso-4,5-dihydro-1,2,4-
triazyn-3-ylo)benzenosulfonamidu serii 111 (publikacja A5) stosujac jako zwigzek wyjsciowy
typu 11 (16-49)
otrzymano w reakcji odpowiednich aminoguanidyn z hydratem fenyloglioksalu w §rodowisku

3-amino-2-(4-chloro-2-merkaptobenzenosulfonylo)guanidyne. Pochodne

lodowatego kwasu octowego w temperaturze wrzenia przez 2445 h (Schemat 2).
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16 Me Ph A 31 PhNHCO Ph C

17 Me Ph B 32 PhNHCO Ph D

18 Me Ph c 33 PhNHCO Ph E

19 Me Ph D 34 4-CI-CgH,NHCO Ph A

20 Me Ph E 35 4-Cl-CgH4NHCO Ph B

21 Me Ph F 36 4-CI-CgH4NHCO Ph C

22 Me 4-CF3-CgH, A 37 4-Cl-CgH4NHCO Ph D

23 Me 4-CFy-CgH, B 38 4-CI-CgH,;NHCO Ph E

24 Me 4-CF3-CgH, c 39 4-CI-CgH4NHCO Ph F

25 Me 1-naftyl A 40 4-Me-CgH,NHCO Ph A

26 Me 1-naftyl B a1 4-Me-CgH,NHCO — Ph B

27 Me 1-naftyl c 42 4-Me-CgH4NHCO Ph C

28 Me 3,5-dimetyloizoksazol-4-yl A 43 4-Me-CgH4NHCO Ph D

29 Me 3,5-dimetyloizoksazol-4-yl B 44 4-Me-CgH4NHCO Ph E

30 Me 3,5-dimetyloizoksazol-4-yl C 45 4-Me-CgH4;NHCO Ph F

46 4-MeO-CgH,NHCO ~ Ph c

47 4-MeO-CgH4NHCO Ph D

48 4-MeO-CgH4NHCO Ph E

49 4-MeO-CqH,NHCO  Ph F

Schemat 2. Synteza pochodnych N-(5-arylo-1,2,4-triazyn-3-ylo)-4-chloro-2-
merkaptobenzenosulfonamidu typu 11.
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Kolejnym etapem prac byta synteza serii zwigzkow typu 11 (50-84), ktére zsyntetyzowano
w reakcji aminoguanidyn z odpowiednimi a-oksokwasami w srodowisku lodowatego kwasu
octowego w temperaturze wrzenia w czasie 443 h (Schemat 3).
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64 Me D Ph 83 4-Cl-CgH4NHCO A Ph
65 Me E Ph 84 4-CI-CgH4NHCO J Ph
66 Me F Ph
67 Me G Ph
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Schemat 3. Synteza pochodnych 4-chloro-2-merkapto-N-(5-okso-4,5-dihydro-1,2,4-triazyn-3-
ylo)benzenosulfonamidu typu I11.

Struktur¢ pochodnych benzenosulfonamidu typu Il potwierdzono metodami
spektroskopowymi (*H i 3C NMR, IR, MS) i analiza elementarna (C, H, N). Znamiennym dla
tego typu zwigzkow byt singlet przy ok. 9,00 ppm pochodzacy od protonow H-6 pierScienia
1,2,4-triazyny. Dla reprezentatywnej pochodnej 48 dokonano analizy rentgenostrukturalnej
(Rycina 3). Badania krystalograficzne wykazaty, ze w fazie statej zwigzku ugrupowanie
sulfonamidowe jest zdeprotonowane, natomiast atom azotu w pozycji 2 pier§cienia
1,2,4-triazyny przyjmuje atom wodoru. Taka lokalizacja przeciwnych tadunkow umozliwita
wytworzenie dwoch wigzan wodorowych wspomaganych tadunkiem: C-H:---N(-)-S

I (+)N-H:--O, pomigdzy sulfonamidem, a czasteczka rozpuszczalnika dimetyloformamidu.
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Rycina 3. Projekcja ORTEP monokrysztatu zwigzku 48.

Analiza widm IR, *H NMR i *C NMR pochodnych typu 111 potwierdzita obecnosé
fragmentu 5-okso-4,5-dihydro-1,2,4-triazyny. Ugrupowanie C=0 obserwowane w widmach IR
przy ok. 1700 cm™ widoczne byto réwniez w widmach *C NMR przy 154 ppm. Natomiast
singlet pochodzacy od protonu grupy NH fragmentu triazynonu obserwowano przy ok. 12 ppm.

Seri¢ pochodnych N-(arylo/heteroarylo)-4-(1H-pirol-1-ylo)benzenosulfonamidu typu 1V
(85-102) (publikacja A7) otrzymano wykorzystujac opisang W pismiennictwie chemicznym
reakcje inkorporacji atomu azotu grupy aminowej do pierscienia pirolu [50,51]. Opracowana
metoda syntezy polegala na reakcji odpowiedniego 4-amino-N-(arylo/heteroarylo)benzeno-
sulfonamidu z 2,5-dimetoksytetrahydrofuranem w mieszaninie p-dioksanu i lodowatego kwasu
octowego W czasie 24-26 h (Schemat 4). Wyjsciowe pochodne 4-amino-
N-(arylo/heteroarylo)benzenosulfonamidu otrzymano na drodze N-sulfonylowania arylo- lub
heteroaryloamin, a nastepnie hydrolizy uzyskanych 4-acetamidobenzenosulfonamidéw. Jako
aminokomponenty w finalnej reakcji zastosowano réwniez komercyjnie dostepne leki
przeciwbakteryjne takie jak: sulfapirydyna, sulfadiazyna, sulfamerazyna, sulfametazyna,
sulfadimetoksyna, sulfametoksypirydazyna oraz sulfametoksazol.

Strukture finalnych zwigzkow (85-102) potwierdzono w oparciu 0 analize
spektroskopowa i rentgenograficzng. W widmach IR odnotowano intensywne pasma absorpcji
wigzan C=N przy 1516-1506 cm™, natomiast sygnaly rezonansowe protonéw H-3,4 oraz
H-2,5 pierScienia pirolowego obserwowano W postaci dwoch poszerzonych singletow przy
przesuni¢ciach chemicznych 6,26-6,35 ppm i 7,41-7,68 ppm. Analiza rentgeno-
krystalograficzna zw. 87 (Rycina 4) wykazata, ze fragment ugrupowania S(1)-N(1)-C(1) oraz
pierscien aromatyczny C1-C6 nie znajduja si¢ W tej samej ptaszczyznie, co prawdopodobnie
uniemozliwia sprze¢zenie wolnej pary elektronowej atomu azotu z elektronami & pierScienia
benzenowego. Ponadto atom wodoru grupy NH tworzy miedzyczasteczkowe wigzanie

wodorowe z atomem tlenu ugrupowania sulfonylowego drugiej czasteczki. Ustalono takze, iz
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odlegto$¢ miedzy pierscieniami C7-C12 i C13-C18 jest na tyle duza, Zze nie pozwala na

wystepowanie typowego oddziatywania typu n-n ptaskich uktadow aromatycznych.
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Schemat 4. Synteza pochodnych N-(arylo/heteroarylo)-4-(1H-pirol-1-ylo)benzenosulfonamidu serii 1V.
Reagenty i warunki syntezy: a) Ar/Het-NHy, pirydyna, t.p. lub 105 °C, 2-20 h; b) Ar/Het-NH,, aceton,
pirydyna, t.p., 18-48 h; ¢) 8% NaOH w H:0, etanol, 100 °C, I h; d) kwas solny, etanol, 100 °C, 1 h;
e) 2,5-dimetoksytetrahydrofuran, p-dioksan, lodowaty kwas octowy, tw., 24-26 h;
Ar = aryl, Het = heteroaryl, * sulfametoksazol (A), sulfapirydyna (B), sulfadiazyna (C), sulfamerazyna
(D), sulfametazyna (E), sulfadimetoksyna (F), sulfametoksypirydazyna (G).

Rycina 4. Projekcja ORTEP monokrysztatu zwigzku 87.
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W kolejnym etapie zadan badawczych opracowano dogodng metode syntezy
pochodnych N-acylobenzenosulfonamidu typu V (publikacja A3) w bezposredniej reakcji soli
potasowej  N-(4-chloro-2-merkapto-5-metylobenzenosulfonylo)cyjanamidu  z  kwasem
karboksylowym prowadzonej we wrzeniu (Schemat 5). Interesujacy i nieoczekiwany
mechanizm tej reakcji przedstawia Schemat 6. W pierwszym etapie proponowanego
mechanizmu nastepuje jednoczesne protonowanie nitrylowego atomu azotu i atak niewiazacej
pary elektronowej karboksylowego atomu tlenu na nitrylowy atom wegla (Etap 1). W kolejnym
etapie dochodzi do wewnatrzczasteczkowego ataku nukleofilowego atomu azotu, bezposrednio
przytaczonego do grupy sulfonylowej, na karbonylowy atom wegla i jednoczesnego rozerwania
wigzania C-O fragmentu karboksylowego (Etap 2). W ostatnim etapie nastgpuje odlgczenie

czasteczki izocyjanianu potasu i utworzenie acylowanego sulfonamidu (Etap 3).
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Schemat 5. Synteza pochodnych N-acylo-4-chloro-2-merkapto-5-metylobenzenosulfonamidu typu V.

Warto podkresli¢, ze niewatpliwg zaleta opracowanej metody byla mozliwos¢
stosowania ciektych kwasow: octowego, propanowego, izobutanowego
I cykloheksylopropanowego bez zastosowania rozpuszczalnika. Reakcje ze statymi kwasami
karboksylowymi: benzoesowym i cynamonowym przebiegaly korzystnie w wodzie lub
toluenie. Opisana metoda moze by¢ dobrg alternatywa dla syntezy N-acylosulfonamidow
otrzymywanych dotychczas w reakcjach z zastosowaniem konwencjonalnych odczynnikéw

sprzegajacych [52,53], chlorkéw acylowych [54] czy bezwodnikéw [55], ktore obarczone sa
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pewnymi niedogodno$ciami, takimi jak konieczno$¢ usunigcia produktow ubocznych
z mieszaniny reakcyjnej, wysoki koszt odczynnikow oraz ich wptyw na srodowisko i zdrowie
cztowieka. Bez watpienia zaletami opracowanej syntezy sg niskie koszty, brak koniecznosci

zastosowania szkodliwych dla zdrowia odczynnikow sprzegajacych i tatwa izolacja produktu.
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Schemat 6. Proponowany mechanizm reakcji N-acylowania pochodnych
N-(benzenosulfonylo)cyjanamidu.

Analiza spektroskopowa pozwolita na potwierdzenie struktury otrzymanych
N-acylosulfonamidéow. Obecno$¢ grupy karbonylowej zidentyfikowano na podstawie
charakterystycznego pasma absorpcji wigzania C=0 przy 16381734 cm™ w widmach IR oraz
sygnahlu atomu wegla w zakresie 163,4-180,9 ppm w widmach 3C NMR. Natomist pojawienie
si¢ sygnalu w widmach *H NMR przy 12,20-12,82 ppm wskazywalo na obecnos$¢ protonu
ugrupowania SO2NHCO. Analiza rentgenokrystalograficzna monokrysztalu
reprezentatywnego zwiazku 107 (Rycina 5) potwierdzita proponowang sytrukture
N-acylosulfonamidu. Otrzymane dane wskazywaly na wygiecie czasteczki 107 w miejscu
wigzania CH2-S, w wyniku czego ugrupowanie acylowe i fragment trifluorometylofenylowy

usytuowane byty naprzeciw siebie.

Rycina 5. Projekcja ORTEP monokrysztatu zwigzku 107.
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4.3.3.2. Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa

Aktywnos¢ przeciwnowotworowa zwiazkow z serii 4-chloro-N-(4,5-dihydro-5-okso-
1H-1,2,4-triazol-3-ylo)-2-merkapto-5-metylobenzenosulfonamidu ~ 1-15 (1)  oceniono
w badaniach przesiewowych in vitro na panelu 60 linii komorkowych 9 typéw nowotwordw
ludzkich w National Cancer Institute (Bethesda, USA). Testy wykonano w stezeniu 10 puM,
a wyniki przedstawiono w postaci IP (procent zahamowania wzrostu komorek
nowotworowych).

Najwigkszg wrazliwo$s¢ na badane zwigzki wykazaly linie: NCI-H522
niedrobnokomoérkowego raka pluc (46%<IP<84%, zw. 2, 3, 6, 13), RPMI-8226 biataczki
(36%<IP<45%, zw. 2, 3, 5, 6), HL-60(TB) biataczki (22%<IP<91%, zw. 5, 6, 11, 14), K-562
biataczki (37%<IP<66%, zw. 5, 6, 13) oraz MCF7 raka piersi (38%<IP<83%, zw. 5, 11, 13).
Wsrod zbadanych pochodnych najbardziej obiecujaca okazala si¢ pochodna 11 zawierajaca
w pozycji 2 fragmentu benzenosulfonamidowego podstawnik 1-naftylometylotiolowy,
a w pozycji 1 pierscienia 1,2,4-triazolu ugrupowanie fenylowe. Zwigzek 11 wytypowano do
dalszych badan w 5 dawkach (0,01 — 100 uM), w ktorych wyznaczono parametry Glso (stezenie
molowe badanego zwigzku powodujace zahamowanie wzrostu kolonii komérkowej 0 50%
wzgledem kontroli), TGI (stezenie molowe zwigzku powodujace catkowite zahamowanie
wzrostu) i LCso (stezenie molowe zwigzku powodujace zmniejszenie poczatkowej populacji
kolonii komorkowej 0 50%). Wyniki badan wykazaty, ze zwiagzek 11 charakteryzowat si¢
efektywnym dziataniem antyproliferacyjnym wobec catego panelu 60 linii komdrkowych
w zakresie warto$ci parametru Glso ponizej 11,2 pM. Na uwage zastluguje wysoka aktywnos¢
zwigzku w zakresie Glso: 1,9-3,0 uM wobec 13 linii komoérkowych w sktad, ktorych wehodzity
linie NCI-H460 oraz NCI-H522 (niedrobnokérkowy rak ptuc), COLO 205 (rak okreznicy),
SF-295 oraz SNB-75 (rak mozgu), MDA-MB-435 (czerniak), OVCAR-3 oraz NCI/ADR-RES
(rak jajnika), A498 oraz RXF393 (rak nerki), DU-145 (rak prostaty), HS 578T oraz
MDA-MB-468 (rak piersi) (Rycina 6). Sposrod wymienionych nowotworéw, najwieksza
wrazliwos¢ wykazaty komorki linii MDA-MB-435 (Glso = 1,9 uM, TGI = 5,5) oraz A498
(Glso = 1,9 uM, TGI = 10,5). Warto podkresli¢, ze w przeprowadzonych badaniach linie
HL-60(TB), NCI-H522, COLO 205, SF-539, MDA-MB-435, OVCAR-3, A498, RXF 393,
DU-145, MDA-MB-468 charakteryzowaly si¢ relatywnie niskimi parametrami zaréwno
Glso (1,9-3,2 uM), TGI (4,9-12,3 uM) oraz LCso ponizej 58,7 uM.
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MDA-MB-468 RAK PIERSI 3
HS 578T RAK PIERSI 2,0 O
DU-145 RAK PROSTATY 4
RXF 393 RAK NERKI 2,5 - O
A498 RAK NERKI 1,9 CI-\/A\\/S[
NCI/ADR-RES RAK JAINIKA 2,7/ { pay
OVCAR-3 RAK JAINIKA 2,4 e d§ S T\ b °
MDA-MB-435 CZERNIAK 450 N
SNB-75 RAK MOZGU 2,9 zw. 11 @
SF-295 RAK MOZGU 3
COLO 205 RAK OKREZNICY 2,3
NCI-H522 RAK PLUC ] 2,5
NCI-H460 RAK PLUC g 2,8 } ‘
Glgo [UM]

Rycina 6. Wartosci Glso wyznaczone dla zwigzku 11.

Zwiazki serii 11-V poddano ocenie aktywnos$ci cytotoksycznej in vitro na trzech liniach
komorkowych nowotwordéw ludzkich, to jest raka szyjki macicy Hela, raka piersi MCF-7 oraz
raka okrgznicy HCT-116. Analizy wykonano przy pomocy testu MTT, a wyniki zaprezentowano
jako wartosci ICsp (stezenie wymagane dla zahamowania zywotnosci 50% komorek).

Wsréd pochodnych N-(5-arylo-1,2,4-triazyn-3-ylo)benzenosulfonamidu 1649 (seria 11)
najwyzsza aktywno$¢ cytotoksyczng wobec linii HeLa i HCT-116 prezentowaly zwiazki 26
(ICs0: 34-36 uM) i 27 (ICso: 38-42 uM) zawierajace W Swej strukturze podstawnik naftylowy
(R? = 1-naftyl). Natomiast najwieksza wrazliwo$¢ linii MCF-7 odnotowano dla zwigzku 35,
ktorego warto$¢ ICso wyniosta 59 uM.
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ICs: 34 uM Hela IC50: 42 uM HelLa IC5o: 80 uM Hela
36 uM HCT-116 38 uM HCT-116 64 M HCT-116
70 uM MCF-7 69 uM MCF-7 59 M MCF-7

Zaobserwowane zaleznosci struktura-aktywnos$¢ wskazaty, iz podstawnik naftylowy
jest istotny dla aktywnos$ci zwigzku 26, a jego zamiana na stosunkowo mniejsze ugrupowanie
4-trifluorometylofenylowe (23) lub 3,5-dimetoksyizoksazolowe (29) obnizata aktywnosé¢
zwigzku wobec trzech badanych linii do ICso: 51-85 pM, natomiast wprowadzenie
podstawnika fenylowego (17) prowadzito do catkowitej utraty aktywnosci (100-200 uM).

Zaobserwowano takze, ze zamiana podstawnika 4-trifluorometylofenylowego w pierscieniu
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triazyny zwigzku 26 na 4-metoksyfenylowy (27) nie wplywata znaczaco na jego aktywno$¢
przeciwnowotworowa.

Wyniki testow skriningowych dla pochodnych N-(5-okso-4,5-dihydro-1,2,4-triazyn-
3-ylo)benzenosulfonamidu 50-84 (typu Il1l) wykazaly, Zze najbardziej wrazliwa na dziatanie
zwigzkow tej serii jest linia HeLa. Najwyzsza aktywnos¢ wobec tej linii odnotowano dla grupy
N-(6-benzylo-5-0kso-4,5-dihydro-1,2,4-triazyn-3-ylo)-4-chloro-5-metylobenzenosulfonamidow
(69-73), ktorych wartoSci ICsg mie$city sie w zakresie 19—40 uM. Biorgc pod uwage zaleznosci
SAR, zauwazono, ze aktywnos$¢ przeciwnowotworowa wobec komoérek Hela byta
uwarunkowana obecnoécig podstawnika benzylowego (R® = Bn) w pozycji 6 pierécienia
5-0kso-1,2,4-triazyny. Zamiana tego podstawnika na ugrupowanie fenylowe (61-63, 66, 68),
badz benzylowe podstawione grupami OH czy NO; (74-81), znaczgco obnizato aktywnos¢
zwigzkow (ICso > 76 uM), natomiast wprowadzenie matej grupy alkilowej (R® = Me; 50, 51,
54, 56) catkowicie dezaktywowato badane pochodne (ICso > 140 uM).
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Najbardziej aktywne przeciwnowotworowo zwiazki 71 i 72 poddano ocenie aktywnosci
cytotoksycznej wobec komorek nienowotworowych HaCaT (zdrowe ludzkie keratynocyty)
w celu okreslenia czy efekt dziatania zwigzkéw wynika z dziatania ogdlnie toksycznego, czy
tez jest dziataniem selektywnym wobec komorek HeLa. Wyniki testow wykazaty, ze efekt
cytotoksyczny wybranych sulfonamidow wobec komoérek zdrowych byt znacznie stabszy niz
w stosunku do komorek HelLa. Wartosci ICsp wobec linii HaCaT wyniosty 195 uM i 125 uM,
odpowiednio dla zwigzku 711 72.

Analizujac wyniki badan dla serii N-podstawionych pochodnych 4-(1H-pirol-1-
ylo)benzenosulfonamidu 85-102, wyrozniajaca aktywnoscig cytotoksyczng wobec komorek
nowotworowych charakteryzowaty si¢ pochodne zawierajace podstawnik 8-chinolinylowy na
atomie azotu grupy sulfonamidowej (90-92). Wsrod nich 4-(1H-pirol-1-ylo)-N-(chinolin-
8-ylo)benzenosulfonamid (90) wykazal wysoka aktywno$¢ przeciwnowotworowg W zakresie
ICs0: 3-7 uM wobec linii HCT-116, HeLa i MCF-7. Obecno$¢ podstawnika metylowego
w pozycji 7 chinoliny (92) spowodowata umiarkowane obnizenie aktywnos$ci cytotoksycznej
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wobec trzech badanych linii komorkowych do wartosci ICsp: 19-50 puM. Natomiast
wprowadzenie grupy metylowej w pozycj¢ 2 chinoliny (91) zdecydowanie obnizyto aktywnos¢
zwigzku wobec linii MCF-7, zachowujac jednocze$nie wysokg aktywno$¢ wobec komorek
HCT-116 (ICs0=9 uM) i umiarkowanie dobrg wobec linii HeLa (ICso =25 uM). Warto zauwazy¢
ponadto, ze obecnos¢ podstawnika benzo-2,1,3-tiadiazolowego jako skondensowanego uktadu
heterocyklicznego skutkowata dobrg aktywnoscig zw. 95 wobec linii HCT-116 i MCF-7
(ICs50 =23 uM).
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90 91 92
ICs50: 7uM HelLa IC50: 25 UM HelLa ICs0: 20 uM Hela
3 uM HCT-116 9uM HCT-116 19 uM HCT-116
5uM MCF-7 93 uM MCF-7 50 uyM MCF-7

Pochodne N-acylobenzenosulfonamidu 103-132 (V) wykazaly zalezng od struktury
zréznicowang aktywno$¢ przeciwnowotworowa W zakresie badanych stezen 1-100 pM.
Najbardziej obiecujace zwigzki zawieraty W pozycji 2 pierscienia benzenowego podstawnik
1-naftylometylotiolowy, a przy atomie azotu grupy sulfonamidowej reszt¢ kwasu octowego
(112) lub cynamonowego (132). Najwyzsza aktywno$¢ wobec trzech linii prezentowata
pochodna 112, dla ktorej wartosci ICso miescily si¢ w zakresie 6-30 uM. Natomiast pochodna

132 wykazywata aktywnos¢ tylko wobec linii HeLa z warto$cig ICso = 43 uM.
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IC59: 6 uM HelLa ICs5: 43 UM Hela
14 uM HCT-116 77 uM HCT-116
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4.3.3.3. llosciowe zaleznosci struktura-aktywnos¢ (QSAR)

Analiza ilo$ciowych zaleznosci struktura-aktywno$¢ QSAR opierata si¢ na korelacji
deskryptoréw  molekularnych, uzytych jako zmienne niezalezne, z  wynikami
eksperymentalnymi testow biologicznych, traktowanych jako zmienne zalezne. Struktury
dwuwymiarowe zwigzkoéw serii 11l obliczono z wykorzystaniem programu Gaussian,

a nastgpnie poddano optymalizacji z wykorzystaniem teorii funkcjonalow gestosci (DFT).
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Uzyskane modele trojwymiarowych czasteczek pozwolily na wyznaczenie W programie
Dragon deskryptorow molekularnych, wykorzystanych nast¢pnie do analizy statystycznej

w programie Statistica.
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W wyniku przeprowadzenia analizy regresji wielorakiej z algorytmem krokowym
postepujacym wyznaczono réwnanie QSAR, korelujace aktywno$¢ cytotoksyczng (ICso)
z wybranymi deskryptorami molekularnymi badanych zwiazkow serii 111 w modelu raka szyjki
macicy Hela:

ICs0=57,13HATS6s + 163,69 Hy — 10,69 RDF125m — 389,12 SpMax5_Bh(p) + 73,74 SM3_G
(R?=0,85;Q?=10,76; F =22,84; p=1,23x 107)

Otrzymane rownanie byto istotne statystycznie, wyjasniato 85% zmiennosci wspotczynnika
ICs0 oraz charakteryzowato si¢ wysoka przydatnoscig otrzymanego modelu do przewidywania
aktywnoS$ci przeciwnowotworowej sulfonamidow szeregu Ill, na co wskazywata wartos¢
Q? = 0,76. Znak dodatni wspotczynnika regresji dla deskryptora Hy wskazywat, ze wzrost
parametru Hy skutkuje wyzsza wartoscig ICso. Mozna zatem wnioskowaé, ze dla wysokiej
aktywno$ci zwigzku pozadana byla niska hydrofilowos¢. Pozostate deskryptory zawarte
w rownaniu tj. HATS6s (ang. leverage-weighted autocorrelation of lag 6/weighted by I-state),
RDF125m (ang. Radial Distribution Function - 125/weighted by mass), SpMax7_Bh(p)
(ang. largest eigenvalue n. 7 of Burden matrix weighted by polarizability), SM3_G
(ang. spectral moment of order 3 from geometrical matrix) nalezaly do deskryptorow
opisujacych skomplikowane trojwymiarowe cechy molekut. Wyzsze parametry deskryptoréw
RDF125m i SpMax5 Bh(p) zwiazane byly z wyzsza aktywnoscig przeciwnowotworowa
molekuly, natomiast wzrost parametrow HATS6s i SM3 G odpowiadal obnizeniu tej
aktywnosci.

Ustalenie zaleznosci migdzy strukturg i aktywnoS$cig biologiczng zwigzkéw serii 1V
metodag QSAR, podobnie jak dla serii 111, wymagata optymalizacji struktur czasteczek przy
uzyciu programu Gaussian, stosujac teorie¢ funkcjonatow gestosci (DFT). Analizg
ortogonalnych czastkowych najmniejszych kwadratow (OPLS) jak i walidacje modeli
przeprowadzono za pomocg programu SIMCA.
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Analiza OPLS wytonila trzy modele, w ktorych wplyw poszczegélnych deskryptoréw
na aktywnos$¢ biologiczng okreslono za pomocg wartosci VIP (ang. variable influence on
projection). Wygenerowane modele OPLS wskazaly na preferencje podstawnikow
0 skondensowanych pierscieniach i pozbawionych potgczen mostkowych, tj. podstawnikoéw
0 strukturze sztywnej i pozbawionej mozliwosci swobodnej rotacji.

W modelu HCT-116 duze znaczenie dla aktywnosci prezentowat deskryptor FO8[C-O]
opisujacy sumg¢ wystepowania W czasteczce par atomow C i O w odlegtosci topologicznej
8 wigzan. Czgsto$¢ wystepowania wymienionej pary atomow byla mniejsza dla zwigzkow
0  Wwyzszej aktywnosci. Istotny  wplyw  wykazaly  réwniez  parametry
BO9[C-O], FO9[C-O], przy czym pozadang byla wartos¢ 0. Preferowane niskie warto$ci
deskryptoréw RBN (liczba wigzan 0 swobodnej rotacji) i RBF (utamek wigzan rotujacych
w stosunku do wszystkich wigzan), a takze NRS (liczba uktadow pier§cieniowych) takze
wplywaly korzystnie na aktywno$¢ czasteczek.

Aktywnos¢ N-(arylo/heteroarylo)-4-(1H-pirol-1-ylo)benzenosulfonamidow (seria 1V)
wobec linii komérkowej HeLa w wyznaczonym modelu byta powigzana z deskryptorem
CATS2D 07 DL, ktéry okreslat sume wystepowania W czasteczce donora wigzania
wodorowego w odlegtosci topologicznej 7 od lipofilowego atomu czgsteczki oraz
deskryptorami BO9[C-O] i FO9[C-O], ktorych wartosci zalezaty od obecno$ci pary atomow
C i O w odleglosci topologicznej 9 wigzan. Wartosci wymienionych deskryptorow rowne
0 sprzyjaty wysokiej aktywnosci cytotoksycznej. Istotne znaczenie dla aktywnych struktur
wykazywaty rowniez deskryptory FO8[C-O], RBN oraz NRS, dla ktorych preferowane byty
niskie wartosci.

W modelu MCF-7 najistotniejszymi okazaly si¢ deskryptory wskazujace na
destabilizujagcy wptyw atomow tlenu na aktywnos$¢ cytotoksyczng. Nalezy tu wymienié
nO — opisujacy liczbe atomow O; O-060 — wskazujacy liczbe atomoéw tlenu zwigzanych
Z podstawnikami typu alkil, aromat, wigzanie podwojne; T(O..0O) — odnoszacy si¢ do sumy
odlegtosci topologicznych pomiedzy atomami O oraz deskryptory B01[C-O], B04[O-S],
BO5[O-0O], BO9[N-O], B10[C-O], F04[O-S], F05[0O-0O], FO9[N-O], F10[C-O] zwiazane
Z obecno$cig atomu O. Zaobserwowano, ze nizsze wartosci wymienionych deskryptorow
warunkujg wyzszag aktywnos$¢ czasteczek.

W oparciu 0 metode wielorakiej regresji liniowej (Multiple Linear Regression, MLR)

wyznaczono dla zwigzkow serii V modele QSAR w postaci rownan 1-3, w ktorych jako
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zmienng zalezng wykorzystano warto$¢ eksperymentalng GP (procent wzrostu komorek
nowotworowych przy stezeniu zwigzku 100 uM). Optymalizacji struktur dokonano metoda

potempiryczng opartg na polu sitowym AMI.

R1
Cl S
HyC S Y
O 0O R2

\'

1. Model MCF-7

GP =89,07+6,24 + 36,51+6,05 NRS — 7,88+2,51 CATS2D_06_DL — 4,81+0,63 FO7[C-C]
R*=0,77;Q*=0,59; F = 19,77, p = 6,3x10°

2. Model HelLa

GP = 11409,30+£3252,32 — 24,10+4,46 FOS[C-S] — 3993,18+1140,25 gpmax + 18,60+5,92
CATS2D_07 DA + 0,24+0.09 ECC
R2=0,76; Q2= 0,81; F = 13,77; p = 3,5 10°

3. Model HCT-116

GP = 146,53+7,22 — 4,32 + 0,76 CATS2D_03_LL — 15,90 +2,51 FO5[C-S] + 5,98 +1,20 C-024
+9,59+3,72 B10[C-S]
R%=0,89; Q? = 0,83; F = 36,89; p = 6,08x10°

Dla modelu MCF-7 (réwnanie 1), aktywnos$¢ przeciwnowotworowa zwigzkow opisana
jako GP, uzalezniona byla od trzech deskryptorow. Pierwszy z nich opisujacy liczbe pierscieni
(NRS) przyjmowat wspotczynnik dodatni, co wskazywalo na obnizenie aktywnosci
przeciwnowotworowej przy dodatkowej liczbie pierscieni. Natomiast podwyzszenie
aktywnosci korelowato z wyzszymi warto$ciami deskryptora CATS2D 06 DL, opisujacego
odlegtos¢ topologiczng (6 wigzan) pomiedzy donorem wigzania wodorowego i lipofilowym
atomem czgsteczki oraz deskryptora FO7[C-C], okreSlajgcego obecnos¢ par atomow C-C
w odlegtosci topologicznej 9 wigzan.

Deskryptory wystepujace W rownaniu dla modelu HeLa (réwnanie 2) wskazywaty na
korzystny dla aktywnosci wplyw cech czasteczek, takich jak czesto$¢ wystepowania pary
atoméw C-S w odleglosci 8 wigzan (FO8[C-S]) i dodatni tadunek na atomie siarki grupy
sulfonamidowej (gpmax). Pozostate dwa deskryptory, to jest suma wystgpowania W czasteczce
donora wigzania wodorowego W odlegtosci topologicznej 7 od akceptora wigzania
wodorowego (CATS2D_07_DA) oraz najwigksza odleglos¢ geometryczna miedzy atomami
czasteczki (ECC) to wlasciwosci, ktore obnizaty aktywnos$¢ molekut.

Model wyznaczony dla linii HCT-116 (réwnanie 3) pokazat, ze na wzrost aktywnosci

wplywa liczba centrow lipofilowych oddalonych od siebie 0 3 wigzania (CATS2D 03 LL)
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oraz czestos¢ wystepowania par atomow C-S w odleglosci topologicznej 5 (FO5[C-S]).
Natomiast wystepowanie W czasteczce fragmentow Cian-CH-Car), jak roéwniez obecno$é par

atomoéw C-S w odlegltosci 10 wigzan wskazywatly na niepozadane cechy.

4.3.3.4. Badanie apoptozy

Zdolno$¢  indukowania apoptozy W komodrkach nowotworowych przez
chemioterapeutyki jest cechg wielce pozadana, dlatego w prowadzonych badaniach podjeto sig
zbadania mechanizmu dziatania otrzymanych pochodnych benzenosulfonamidu. Aktywnosé
indukujgca apoptoze zostata oceniona na podstawie: fragmentacji DNA, utraty potencjatu btony
mitochondrialnej, translokacji fosfatydyloseryny do zewn¢trznej warstwy btony komorkowe;j
I aktywacji kaspaz. Zbadano ponadto zmiany morfologiczne komorek nowotworowych pod
wplywem testowanych benzenosulfonamidow.

Morfologia komorek

Wyniki obserwacji mikroskopowych komorek linii HeLa i HCT-116 traktowanych
pochodng N-(1,2,4-triazyn-3-ylo)benzenosulfonamidu 26 wykazaty, ze zwigzek ten wywotuje
charakterystyczne dla apoptozy zmiany morfologiczne tj. obkurczenie i odklejenie komorek od
podtoza w zakresie stgzen 50—100 uM. Natomiast w przypadku pochodnych N-(5-okso-1,2,4-
triazyn-3-ylo)benzenosulfonamidu 71 i 72 inkubowanych z komérkami HeLa zmiany takie jak
zaokraglanie i odrywanie komorek od podtoza zaobserwowano juz przy stezeniu 25 pM. Przy
wzroscie stezenia zwigzkow 71 1 72 do 50 uM komoérki nowotworowe przybieraty
wrzecionowaty ksztatt i charakteryzowaty si¢ zredukowang cytoplazma.

Analiza cyklu komdorkowego

Zaburzenie cyklu komoérkowego jest jednym z najbardziej charakterystycznych
mechanizmow dzialania lekow przeciwnowotworowych. Badania zatrzymania cyklu polegaja
na cytometrycznym pomiarze dystrybucji komorek w fazach G1, S i G2/M. Ponadto
w metodzie tej identyfikuje si¢ fazg sub-G1, odpowiadajaca populacji komorek 0 zmniejszonej
ilosci DNA, co $wiadczy o0 degradacji DNA w wyniku uruchomienia procesu apoptozy.

Inkubacja komoérek HCT-116 i HelLa ze zwigzkiem 26, jak réwniez komorek linii
MCF-7 ze zwigzkiem 35 (pochodna N-(1,2,4-triazyn-3-ylo)benzenosulfonamidu)
spowodowata zwickszenie populacji komorek w fazie sub-G1 w sposob zalezny od dawki. Dla
linii HCT-116 odnotowano wzrost populacji komorek w tej fazie o 48,6%, komoérek HelLa
0 21%, natomiast komorek MCF-7 0 20% (przy st¢zeniu 100 uM i po 24 h traktowania).

Dla zwigzkéw 71 i 72 przeprowadzone badania roéwniez wykazaly zalezny od stezenia

wzrost populacji komoérek HelLa w fazie sub-G1 (po 24 h traktowania), potwierdzajac tym
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samym postepujaca fragmentacj¢ DNA i zaprogramowang $mier¢ komorki. Ponadto analiza
cytometryczna dokonana dla zwiazku 72 przy stezeniu 25 i 50 pM wskazata na wzrost populacji
komorek w fazie G2, co swiadczy 0 zatrzymaniu cyklu zyciowego komorek HeLa w tej fazie.

W  dalszych  badaniach = wykazano, ze  4-(1H-pirol-1-ylo)-N-(chinolin-
8-ylo)benzenosulfonamid  (90) promuje zahamowanie cyklu podzialu komorek
nowotworowych w fazie G2/M. Zwiazek 90 w zakresie badanych stezen 2,5-10 uM
powodowatl wzrost populacji komérek HCT-116 (48 h traktowania), HeLa i MCF-7 (72 h
traktowania) w tej fazie $rednio do 50%. Wzrostowi populacji komérek w fazie G2/M
towarzyszyl jednoczesny spadek populacji w fazie GO/G1.

Analiza potencjatu blony mitochondrialnej

Kolejnym krokiem potwierdzajacym wtlasciwosci proapoptotyczne otrzymanych
sulfonamidéw byto zbadanie ich wptywu na potencjat btony mitochondrialnej (Aym) komoérek
nowotworowych. Spadek potencjatu jest jednym z wczesnych objawoéw apoptozy. Wyniki
badan wykazaty, ze juz niskie stezenia (25 uM) zwigzkéw 26 i 35 powodowaly znaczacy
spadek potencjatu btony mitochondrialnej w komoérkach HeLa, HCT-116 i MCF-7 (populacja
komorek 0 wysokim Aym wynosita ponizej 10%). Spadek Aym odnotowano takze w przypadku
dziatania zwigzkow 71 i 72 na komorki Hela, aczkolwiek o efekcie stabszym niz dla wyzej
opisanych pochodnych (populacja komoérek HeLa 0 wysokim Aym wyniosta ok. 40% przy
stezeniu 100 uM).

Translokacja fosfatydyloseryny do zewnetrznej warstwy blony komérkowej

W procesie apoptozy czasteczki fosfolipidu - fosfatydyloseryny, ktore w komorce
prawidlowej zlokalizowane sa W wewngtrznej warstwie blony komorkowej ulegaja
przemieszczeniu do warstwy zewnetrznej. W celu ilo§ciowego oszacowania apoptotycznych
komorek, przeprowadzono pomiar ekspozycji fosfatydyloseryny na zewnegtrznej warstwie
blony komorkowej przy zastosowaniu Aneksyny V. Subpopulacje komérkowe znakowane
Aneksyng V zidentyfikowano na podstawie ich fluorescencji i podzielono na komorki zywe,
nekrotyczne, wczesnoapoptotyczne oraz poznoapoptotyczne. Do znakowania po6znych
komorek apoptycznych uzyto jodku propidyny (PI) lub 7-aminoaktynomycyny (7-AAD).

Wykazano, ze koinkubacja komoérek HCT-116 i HeLa ze zwigzkiem 26 w badanym
zakresie stezen (25-100 uM) spowodowata wzrost populacji komorek wczesno-
I poznoapoptotycznych. Traktowanie komorek HelLa zwigzkami 71 i 72 w tym samym zakresie
stezen rowniez prowadzito do wzrostu populacji komoérek wczesno- i péznoapoptotycznych.
Podobnie w przypadku zastosowania 4-(1H-pirol-1-ylo)-N-(chinolin-8-ylo)benzenosulfonamidu

(90) w stezeniach 2,5; 5 i 10 uM, potwierdzono zwigkszenie populacji komoérek wezesno-
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I péznoapoptotycznych dla linii komérkowych HeLa i HCT-116, natomiast dla liniit MCF-7
odnotowano wzrost tylko populacji pdznoapoptotyczne;.

Aktywacja kaspaz

Aktywacja kaspaz odgrywa kluczowsg role w procesie apoptozy, jest wymagana aby
zaszly biochemiczne i morfologiczne zmiany apoptotyczne, takie jak fragmentacja DNA,
tworzenie cial apoptotycznych czy kondensacja chromatyny. Oceny zdolno$ci zwiazku do
aktywacji kaspaz dokonano z zastosowaniem znakowanego fluoresencyjnie inhibitora kaspaz
FAM-VAD-FMK (karboksyfluoresceina (FAM) sprz¢zona z syntetycznym inhibitorem kaspaz
VAD-FMK). Inhibitor ten zawiera sekwencje aminokwasowg rozpoznawang przez kaspazy
(kaspazy 1-9), dzieki czemu moze zwigza¢ si¢ kowalencyjnie z centrum aktywnym enzymu.
Wzrost aktywacji kaspaz przeklada si¢ bezposrednio na wzrost intensywnos$ci fluorescencji
kompleksu kaspaza-inhibitor w komérkach.

Wyniki badan przeprowadzonych dla zwigzkow 26 i 35 w zakresie stgzen 25-100 uM
jednoznacznie wykazaly wzrost aktywacji kaspaz w badanych komorkach (HeLa, HCT-116
i MCF-7). Najwickszy wplyw na aktywacje kaspaz zaobserwowano W przypadku komorek
HeLa, ktorych populacja 0 zwiekszonej fluorescencji wzrosta 0 31% w obecno$ci zwigzku 26
w stezeniu 100 uM. Aktywacje kaspaz w liniach HeLa, HCT-116 i MCF-7 wywotywat takze
zwigzek 90 w zakresie stezen 2,5-10 uM. Przy najwyzszym stezeniu tego zwigzku populacja
komorek HCT-116 wykazujacych fluorescencje wzrosta srednio 0 20%, komoérek HeLLa 0 16%,
a komorek MCF-7 0 14%.

4.3.3.5. Stabilno$¢ metaboliczna

Stabilno$¢ metaboliczna jest jedng z waznych wiasciwosci farmakokinetycznych, ktéra
opisuje podatno$¢ ksenobiotyku badz leku na chemiczng modyfikacje struktury w wyniku
dziatania enzyméw W organizmie. Biotransformacja zachodzi najczgsciej W watrobie i ma na
celu przeksztalcenie substancji w hydrofilowe metabolity, ktore moga zosta¢ wydalone
Z moczem lub zo6fcig. Niska stabilnos¢ metaboliczna wigze si¢ z krotszym czasem dziatania
leku.

Badania stabilno$ci metabolicznej in vitro w warunkach zblizonych do fizjologicznych
(37 °C, pH 7) przeprowadzono z zastosowaniem enzymow mikrosomalnych watroby i NADPH.
Wyniki stabilno$ci metabolicznej przedstawiono w postaci mikrosomalnego czasu pottrwania
(t12). Testom poddano zwigzki 0 wyrdzniajacej sie aktywnosci i zroznicowanych podstawnikach.

Wyniki testow przeprowadzonych dla pochodnych N-(5-arylo-1,2,4-triazyn-

3-ylo)benzenosulfonamidu (seria 1) wykazaty, ze najwigksza stabilno§¢ metaboliczna zwigzku
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23 (t2> 60 min) byla uwarunkowana obecnoscia grupy 4-trifluorometylofenylowej w miejscu
podstawnikow R? i Ar. Zamiana ugrupowania Ar = 4-CFz-CeHs na podstawnik
4-metoksyfenylowy (24) skutkowata spadkiem czasu pottrwania z >60 min do 42,4 min.
Analogiczng zalezno$¢ zaobserwowano takze dla pary zwigzkow 26 (Ar = 4-CF3-CeHa,
t2 = 32,8 min) i 27 (Ar = 4-MeO-CgHa, t12 < 5 min) zawierajacych grupe 1-naftylowa jako
podstawnik R?. Wyniki badan dla zwiagzkéw 19 (Ar = 3-MeO-CeHs, tiz = 24,9 min)
i 20 (Ar = 3,4-diMeO-CeHs, t12 = 17,6 min) pokazaty, ze dodatkowa grupa metoksylowa
w podstawniku Ar takze powoduje obnizenic stabilno$ci metabolicznej czgsteczki.
Na podstawie dokonanych obserwacji mozna wnioskowaé, ze podstawnik metoksylowy jest
miejscem podatnym na dziatanie enzyméw mikrosomalnych, a jego niepozadany wpltyw mozna
obnizy¢ poprzez zastgpienie go podstawnikiem trifluorometylowym. Biorac pod uwage
korzystny wptyw grupy trifluorometylowej na stabilnos¢ metaboliczng, jak i najkorzystniejsze
wyniki aktywnosci przeciwnowotworowej, wytypowano zw. 26 (ti2 = 32,8 min, ICso = 36 uM
(HCT-116), 34 uM (HeLa)) jako potencjalnego kandydata na strukture wiodaca.

Przeprowadzone badania stabilnosci metabolicznej dla N-(6-R3-5-0kso-4,5-dihydro-
1,2,4-triazyn-3-ylo)benzenosulfonamidéw (seria 111) wykazaty, ze pochodne N-(6-benzylo-
5-0kso-4,5-dihydro-1,2,4-triazyn-3-ylo)-4-chloro-5-metylobenzenosulfonamidu  (69-73)
0 wysokiej aktywnosci przeciwnowotworowej wobec linii HeLa charakteryzowata stosunkowo
dobra stabilno$¢ metaboliczna reprezentowana czasem poéltrwania w  przedziale
20,0-38,5 min. Sposrdd nich, zwiazek 72 zawierajacy jako R 6-chlorobenzo[d][1,3]dioksolyl
wykazal si¢ najmniejszg podatnoscig na dziatanie enzymow watrobowych (72, ty2 = 38,5 min),
co przy wysokiej aktywnosci przeciwnowotworowej (ICso = 19 uM (HeLa)) czyni te pochodna
interesujacag struktura wiodaca.

W wyniku testow przeprowadzonych dla N-acylobenzenosulfonamidéw (seria V)
stwierdzono, ze stabilno$¢ metaboliczna uzalezniona jest od natury chemicznej podstawnikoéw
pier§cienia benzenoweg0 W pozycji 2 1 atomu azotu ugrupowania sulfonamidowego.
Najwyzsza stabilnos¢ wykazat zwiagzek 113 (t12= 68,61 min), zawierajacy grupe 2-naftylowa
jako podstawnik R! i grupe metylowa jako podstawnik R?. Zaobserwowano, ze zmiana
podstawnika 2-naftylowego (113) na 1-naftylowy (112) obnizyta czas pottrwania z 68,61 min
do 24,23 min. Pomimo tego mozna uznaé, ze zwigzek 112, wykazujgcy aktywnosé
cytotoksyczng wobec linii HeLa, MCF-7 i HCT-116 (ICso: 6-30 uM), charakteryzowat
umiarkowanie dtugi czas metabolicznego rozpadu ty, = 24,23 min, co jest cecha pozadang dla

przysztych optymalizacji.
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4.3.4. Wyniki badan nad N-podstawionymi benzenosulfonamidami - potencjalnymi
inhibitorami izoform IX i Xl anhydrazy weglanowe;j

4.3.4.1. Synteza i struktura

Nowe oryginalne N-podstawione pochodne N'-(4-chloro-2-merkapto-5-metylo-
benzenosulfonylo)guanidyny serii VI (publikacja A2) otrzymano na drodze jednoetapowej
syntezy z wykorzystaniem kluczowych soli potasowych N-(benzenosulfonylo)cyjanamidu oraz
amino- i hydrazynylo-komponentéw (Schemat 7). Reakcje prowadzono we wrzeniu (2-28 h)

z zastosowaniem rozpuszczalnikow, takich jak toluen, p-dioksan lub acetonitryl.

R1 R1
r X-NH,, 4-MePhSO,0H (
lub cl S
cl S X-NH;Cl
K ~ N NH
N N
Me //S\\ \\\N Me O/’S\\ \‘/
0" %o O HN.
X
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SO,NH, H,NO,S

ae Do 8 ) e )
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Schemat 7. Synteza N-podstawionych pochodnych N'-(4-chloro-2-merkapto-5-
metylobenzenosulfonylo)guanidyn serii V1.

Struktur¢ chemiczng pochodnych guanidyny potwierdzity, w widmach IR, pasma
absorpcyjne grup NH i NH, w zakresie 3552-3176 cm™ oraz pasma drgan rozciggajacych C=N
w zakresie 1656-1619 cm™. W widmach H NMR, dla serii zwiazkéw zawierajacych
podstawniki A-D i F, obserwowane przy 6,92—7,05 ppm singlety pochodzace od dwodch grup
NH guanidyny wskazywaty na podstawienie guanidyny w pozycjach 1 i 3 (-NHC(=NH)NH-).
Natomiast widma zwigzkéw posiadajacych podstawnik 4-sulfoamoilobenzylowy (X = E)
prezentowaly poszerzony singlet przy wartosciach 6,70-6,85 ppm odpowiadajacy
niepodstawionej grupie NH2 guanidyny. Ponadto brak singletu pochodzgcego od protonu grupy
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SO2NH dodatkowo potwierdzit, iz guanidyna w tych pochodnych (X = E) zostata podstawiona
w pozycjach 2 i 3 (-N=C(NH2)NH-).

Struktura rentgenokrystalograficzna monokrysztatu reprezentatywnego zwiazku 141
(Rycina 7) ukazata, ze w ciele stalym fragment guanidyny przyjat forme tautomeryczng
Z zdeprotonownym atomem azotu N4. Taka forma tautomeryczna umozliwiata utworzenie
wewnatrzczgsteczkowego wigzania wodorowego migdzy atomem wodoru grupy N3-H
i atomem tlenu O3 grupy SO,. Zaobserwowano ponadto, ze reszta guanidyny nie znajdowata
sic W jednej  plaszczyznie z  pierScieniem  aromatycznym  podstawnika
2-sulfoamoilofenylowego, a dtugosci wigzan C7-N3 i C7-N4 wynoszace odpowiednio 1,340

i 1,348 A wskazywaty na ich cze$ciowo podwojny charakter.

Rycina 7. Projekcja ORTEP monokrysztatu zwigzku 141.

Synteze¢ pochodnych 2-(4-chloro-2-merkapto-5-metylobenzenosulfonylo)-1-(1,3,5-
triazyn-2-yloamino)guanidyny serii VIl (publikacja A6) zaplanowno w dwodch etapach
(Schemat 8). W pierwszym kroku otrzymano nowe 2-(4-chloro-2-merkapto-
5-metylobenzenosulfonylo)-1-(4,6-dichloro-1,3,5-triazyn-2-yloamino)guanidyny  (166—169)
w reakcji odpowiednich 1-amino-2-(2-arylometylotio-4-chloro-5-metylobenzenosulfonylo)-
guanidyn z 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyng W obecnosci trietyloaminy, W $rodowisku
bezwodnego tetrahydrofuranu i w obnizonej temperaturze 0 °C. Nastepnie otrzymane pochodne
166-169 poddano reakcji z 3- lub 4-aminobenzenosulfonamidem oraz chlorowodorkiem
4-(aminometylo)benzenosulfonamidu, w ktoérej nukleofilowe podstawienie drugiego atomu
chloru 4,6-dichloro-1,3,5-triazyny zachodzito w obecnosci diizopropyloetyloaminy (DIPEA),
w $rodowisku bezwodnego DMF i w atmosferze gazu oboj¢tnego - argonu, w podwyzszonej
temp. 65-80 °C przez okres 3—11 h.

Analiza spektroskopowa H NMR zwigzkow finalnych wykazata obecnosé dwoch
singletoéw pochodzacych od protonéw grup NH> guanidyny i pierwszorzedowego sulfonamidu

w zakresie 6,94-7,26 ppm, a takze 3 singletow odpowiadajacych protonom trzech grup NH
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(8,01-10,54 ppm). Ponadto struktury wszystkich pochodnych scharakteryzowane zostaty za

pomocg spektrometrii mas, *C NMR oraz IR.

R’ 1
[ e = c
Cl S " >Nl ¢] S A
H NTON
N NH TEA N [
— 2 - N. X
Me G 1h,0°C; Me oSS \j/ N NJ\C|
2 h, t.p. o o0 H
NHNH
166-169
Zwiazek R! X X-NH,
DIPEA
166, 170 Ph 4-(HoNSO,)CgHy 80 °C, 3-11 h
167,171 3-CF3CgH, 4-(HoNSO,)CeHy
168, 172 4-CF3CgH, 4-(H,NSO,)CgH,
169, 173 1-naftyl 4-(H,NSO,)CgH,
166, 174 Ph 4-(H,NS0,)CgH,CH, 1
167,175 3-CF4CqH, 4-(H,NS0,)CgH,sCH, R HN’X
168, 176 4-CF4CgHy 4-(H,NSO,)CgH,4CH, cl )\
169, 177 1-naftyl 4-(H,NSO,)CgH,4CH, S NZ N
166,178  Ph 3-(H,NSO,)CeHs N H <
167,179 3-CF3CgHy4 3-(HoNSO,)CeHy Me 3y Y NN ¢
168, 180 4-CF3CgH, 3-(H,NSO,)CeHy (O] NH, H
169, 181 1-naftyl 3-(HoNSO,)CeHy
170-181

Schemat 8. Synteza pochodnych 2-(4-chloro-2-merkapto-5-metylobenzenosulfonylo)-1-(1,3,5-triazyn-
2-yloamino)guanidyny typu VI1.

4.3.4.2. Aktywnos¢ inhibicyjna wobec wybranych izoform hCA

Otrzymane N-podstawione pochodne N’-(2-merkaptobenzenosulfonylo)guanidyn serii VI
(133-165) zostaty poddane ocenie aktywnosci inhibicyjnej wobec izoform ludzkiej anhydrazy
weglanowej (hCA) tj. cytozolowych izoform | i II oraz izoform transbtonowych IX i XII
zwigzanych z procesem nowotworowym. Do badan wiaczono zwigzki referencyjne — Klinicznie
stosowane leki — tj. acetazolamid, metazolamid, etoksyzolamid, dichlorofenamid oraz indisulam.

Aktywnos$¢ inhibicyjna badanych zwigzkéw wobec hCA | miescila si¢ W przedziale statej
inhibicji K; od 87 nM do 6506 nM i byta nizsza niz dla lekow referencyjnych. W przypadku
hamowania aktywnosci izoformy hCA II wartosci K dla wszystkich badanych zwigzkoéw miescity
si¢ W zakresie 7,8-4500 nM, przy czym wyzszg aktywno$¢ prezentowaty pochodne zawierajace
jako R! podstawiony badz nie podstawiony podstawnik fenylowy (133150, K: 7,8-156 nM).
Z kolei skondensowane dwupierscieniowe podstawniki R znaczaco obnizaty powinowactwo do
izoformy hCA 11 (151-165, K;: 249-4500 nM).

Wsréd zbadanych zwigzkow az 40% wykazato wyzsza aktywnos$¢ inhibicyjng wobec
izoformy hCA I1X (Ki: 4,7-21 nM), w poréwnaniu z sulfonamidami referencyjnymi (K: 24-50 nM).
Najwyzsza aktywnos$¢ wobec hCA IX odnotowano dla zw. 138 (K, = 4,7 nM), ktorego sita

inhibicyjna byta 5-krotnie wyzsza niz referencyjnego indisulamu (K; = 24 nM). W przypadku
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izoformy XII najwyzsze powinowactwo prezentowaly zwigzki zawierajace ugrupowanie
2-sulfoamoilo-1,3,4-tiadiazolowe (Ki < 11 nM), wérod ktorych zwigzek 138 posiadat staly
dysocjacji K; = 0,96 nM.

W grupie zwigzkow serii VI udato sie wyselekcjonowaé sulfonamidy 0 stosunkowo
wysokiej selektywnosci wobec hCA IX, w poréwnaniu do fizjologicznie waznych izoform
(hCA 1, hCA 1II), co jest szczegoOlnie istotne w projektowaniu nowych zwigzkoéw
przeciwnowotworowych, ukierunkowanych na hamowanie aktywnosci enzymatycznej hCA IX.
Najbardziej obiecujacym okazat si¢ zwigzek 156 0 najwyzszym indeksie selektywnosci wobec
izoformy 1X (hCA I/hCA IX = 261, hCA II/hCA IX = 26), jak rowniez wobec izoformy XII
(hCA I/hCA XI1 =223, hCA II/hCA XII =23). Na uwage zashugiwal rowniez zwiazek 155, ktérego
selektywnos¢ wobec hCA 1X i XII byta zadowalajaca, a indeksy selektywnosci miescily si¢
w przedziale 13-210 (hCA 1I/hCA IX = 210, hCA II/hCA IX = 20, hCA I/hCA XII = 135,
hCA 1I/hCA XII = 13).

Przeprowadzone testy dla pochodnych 2-(4-chloro-2-merkapto-5-metylobenzeno-
sulfonylo)-1-(1,3,5-triazyn-2-yloamino)guanidyny serii VIl (170-181) pokazaty, ze zwiazki te
sg stabymi inhibitorami izoformy hCA | (Ki: 66-3341 nM). Podobnie niskie powinowactwo
zwigzkow odnotowano dla izoformy hCA 11, z wyjatkiem pochodnych zawierajacych podstawnik
3-trifluorometylofenylowy jako R! (171, 175, 179), ktorych wartosci Ky zawieraly si¢ w zakresie
5,4-9,3 nM i byly nizsze badz pordéwnywalne z warto$ciami uzyskanymi dla etoksyzolamidu
(Ki=8nM).

Aktywnos¢ pochodnych 170-181 wobec izoformy hCA 1X $cisle korelowata ze strukturg
podstawnika X zajmujacego pozycje 6 pierscienia 1,3,5-triazyny. Wsrod przebadanych
pochodnych, zwiazki zawierajace podstawnik 4-sulfoamoilofenylowy (170-173) wykazywaty
najsilniejsze wiasciwosci inhibitorowe (Ki: 37,1-42,9 nM), natomiast obecno$¢ podstawnika
3-sulfoamoilofenylowego powodowata dezaktywacj¢ inhibitorow (K 421,1-3968,7 nM).
W przypadku izoformy hCA XII, najwyzsza aktywno$¢ inhibicyjng wykazaty rowniez pochodne
prezentujace jako X reszte 4-sulfoamoilofenylowa (170-173, Ki: 31-91,9 nM).

Wyniki przeprowadzonych testow pozwolity wyloni¢ najbardziej obiecujaca strukture 173
jako selektywnego inhibitora transbtonowej izoformy hCA IX, ktérego powinowactwo do hCA IX
bylo wicksze niz dla powszechnie wystepujacych izoform cytozolowych hCA | i I
(hCA I/hCA 1X =18, hCA II/hCA IX = 4).
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4.3.4.3. Modelowanie molekularne

W celu wyjasnienia selektywnego dziatania zwigzku 173 wobec hCA IX na poziomie
molekularnym przeprowadzono symulacje dynamiki molekularnej (MD) dla niskoenergetycznych
modeli komplekséw biatko-ligand. Do obliczen komputerowych wybrano zwigzki 173 i 181,
ktorych réznice powinowactwa do hCA IX byty duze (K; = 41,1 nM (173); K, = 3403,2 nM (181)),
przy niewielkiej roznicy w budowie chemicznej (réznica W strukturze izomerycznych
podstawnikow 3- 1 4-HoNSO,-CeHs-). Wyniki symulacji MD wykazaty, ze selektywnos$¢ zw. 173
wobec hCA IX mozna cz¢éciowo thumaczy¢ stosunkowo niewielkg liczbg pdz wigzacych (4 pozy
wigzace) wyznaczonych dla kompleksu 173-hCA [IX. Stabilnos¢ zidentyfikowanych pdz
wigzacych potwierdzono W symulacjach rownowagowych 0 czasie trwania 250 ns. W przypadku
hCA II nie udato si¢ ustali¢ okreslonej liczby klastrow dla kompleksow 173-hCA 111 181-hCA I,
co wskazywato na konformacyjng swobode tych komplekséw bez wyraznych poz wiazacych.

Znaczacym rezultatem przeprowadzonego modelowania molekularnego  bylo
zidentyfikowanie regionéw anhydrazy weglanowej odpowiedzialnych za selektywne hamowanie
aktywnosci enzymatycznej hCA IX przez zwiagzek 173. Gtéwna role przypisano oddzialywaniom
n- podstawnika naftylowego i/lub fenylowego inhibitora z ptaskim fragmentem guanidyny Arg64
znajdujacej si¢ regionie B-kartki hCA IX. Tego typu oddziatywan nie obserwowano dla hCA 1I,
gdzie w miejscu Arg64 znajduje si¢ reszta Leu57.
4.3.4.4. Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa

Przeprowadzone dla serii VI (publikacja A2) badania aktywnos$ci przeciwnowotworowej
in vitro w NCI (Bethesda, USA) pokazaly, iz otrzymane zwiazki posiadaja zréznicowang
aktywno$¢ wobec sze$édziesieciu linii komoérkowych nowotworéw ludzkich. W  testach
jednodawkowych w stezeniu zwigzku 10 uM na 60 liniach komorek nowotworowych 9 typow
nowotwordéw ludzkich, najwyzsza wrazliwo$¢ na badane zwigzki wykazata linia biataczki
HL-60(TB) (zwiazki 145, 149, 165; 58% < IP < 83%), niedrobnokomoérkowego raka ptuc HOP-92
(137, 145, 149, 165; 57% < IP < 89%), raka okreznicy KM 12 (145, 149; 50% < IP < 89%), raka
moézgu SNB-75 (145, 146, 149; 53% < IP < 71%), raka prostaty PC-3 (145, 146, 149, 165;
54% < IP < 83%) i raka nerki A498 (149, 156; 48% < IP < 63%).

Do rozszerzonych testow w 5 dawkach (0,01-100 uM) zakwalifikowano zwiazki 145 i 149.
Aktywno$¢ przeciwnowotworowg scharakteryzowano parametrami ilosciowymi: Glso, TG, LCso.
Wyniki testow wykazaly, ze zwigzek 145 prezentowal znaczacg aktywnos¢ wobec 32 ludzkich linii
komorek nowotworowych W zakresie niskich mikromolowych stgzen parametru Glso: 2,1-5,0 uM
I charakteryzowat si¢ selektywno$ciag wzgledem linii biataczki HL-60(TB) (Glso = 2,1 uM,
TGI=5,5 uM, LCso = 34,5 uM) i SR (Glso = 2,1 uM, TGI = 5,9 uM, LCsp > 100 uM) (Rycina 8).

36



Zatgcznik nr 2 | Beata Zolmowska

MDA-MB-468 RAK PIERSI 7 By i
BT-549 RAK PIERSI 4.6}
HS 578T RAK PIERSI 874
MDA-MB-231/ATCC RAK PIERSI 2,0
MCF7 RAK PIERSI 25
PC-3 RAK PROSTATY 47
A498 RAK NERKI 26 ]

CF
OVCAR-8 RAK JAINIKA e 2
OVCAR-4 RAK JAINIKA om

OVCAR-3 RAK JAINIKA o {

UACC-62 CZERNIAK 0] c
UACC-257 CZERNIAK o m
SK-MEL-28 CZERNIAK M Me 5
SK-MEL-2 CZERNIAK i 0" opn
MDA-MB-435 CZERNIAK 35 \©\
LOX IMVI CZERNIAK 28]
SNB-75 RAK MOZGU rosa w45 S0aNEiz
SNB-19 RAK MOZGU 5 |
SF-539 RAK MOZGU 48
KM12 RAK OKREZNICY ]
HCT-116 RAK OKREZNICY 2
HCC-2998 RAK OKREZNICY o]
COLO 205 RAK OKREZNICY , ' iy
NCI-H522 RAK PLUC : : e |
NCI-H460 RAK PLUC . 7]
HOP-92 RAK PLUC .
SR BIALACZKA ; 2
RPMI-8226 BIALACZKA .
MOLT-4 BIALACZKA 30

LT BANDN [

CCRF-CEM BIAtACZKA 3,8 ]
l 0 1 2 3 4 5 6

Glso [uM]
Rycina 8. Wartosci Glso wyznaczone dla zwigzku 145.
Podobnie pochodna 149 posiadata wysoka aktywno$¢ wobec 35 linii W zakresie st¢zen parametru
Glso: 2,4-5,0 uM i selektywno$¢ wobec linii biataczki HL-60(TB) (Glso = 2,4 uM, TGI = 6,4 uM,
LCso = 54,4 uM) oraz SR (Glso = 2,4 uM, TGI = 6,8 uM, LCsp > 100 uM) (Rycina 9). Nalezy
podkresli¢, ze wysokiej aktywnosci przeciwnowotworowej zwigzkéw 145 i 149 towarzyszyta
stosunkowo wysoka aktywno$¢ inhibicyjna wobec izoform powigzanych 2z procesem
nowotworowym hCA I1X i hCA XII (K, w zakresie 18-40 nM).
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Rycina 9. Wartosci Glso wyznaczone dla zwigzku 149.
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Oceny aktywnos$ci cytotoksycznej pochodnych serii VII (170-181) (publikacja A6)
dokonano z zastosowaniem testu MTT na liniach nowotworowych HCT-116, MCF-7, HelLa
i linii zdrowych komorek ludzkich keratynocytow (HaCaT). Sposrdd zbadanych zwigzkow
tylko pochodna 173 wykazata znaczacg aktywno$¢ przeciwnowotworowa jedynie wobec linii
HeLa (ICso = 17 uM), a przy tym charakteryzowala si¢ niskg toksyczno$cig wobec komorek
HaCaT, co jest pozadang cecha zwigzku dla potencjalnego zastosowania w terapii

NOWOtWOrow.

/©/SOZNH2
H
Me S/

\j/\N N cl
o ONHZH

173

ICs50: 17 M Hela
61 uM HaCaT

4.3.5. Podsumowanie

1. W toku przeprowadzonych badan opracowano warunki syntezy i w petni
scharakteryzowano siedem serii nowych benzenosulfonamidow zmodyfikowanych na atomie
azotu (lacznie 177 finalnych zwiazkow). Serie N-heterocyklicznych pochodnych
2-merkaptobenzenosulfonamidu  1-111  otrzymano z uzyciem szeregu N-amino-N'"-
(benzenosulfonylo)guanidyn, ktore poddane cyklizacji w odpowiednich warunkach prowadzity
do utworzenia heterocyklicznych pierscieni 1,2,4-triazolu | (1-15), 1,2,4-triazyny 11 (16-49),
5-0kso-1,2,4-triazyny 111 (50-84) na atomie azotu grupy sulfonamidowej. W syntezie
N-podstawionych 4-(1H-pirol-1-ylo)benzenosulfonamidéw 1V (85-102) wykorzystano reakcje
inkorporacji atomu azotu grupy aminowej 4-amino-N-(arylo/heteroarylo)benzenosulfonamidu
do pierScienia 1H-pirolu. Opierajac si¢ 0 unikatowa reaktywnos$¢ ugrupowania
cyjanamidowego soli monopotasowej N-(benzenosulfonylo)cyjanamidu opracowano tatwa
metode acylowania sulfonamidow bez koniecznos$ci stosowania odczynnikoéw sprzegajacych
czy reaktywnych pochodnych acylujacych (seria V, 103-132). Zaproponowano nowy
mechanizm reakcji acylowania sulfonamidu, ktory nie zostat wczesniej opisany W literaturze.
Ugrupowanie cyjanamidowe postuzylo takze jako prekursor fragmentu guanidynowego
dla serii VI (133-165) w reakcji z amino-i hydrazynylo-komponentami. Do syntezy serii V11
(170-181) wykorzystano reaktywng czasteczke 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyny, ktéra po
podstawieniu  1-amino-2-(benzenosulfonylo)guanidyng, a nastgpnie  aminobenzeno-

sulfonamidem stala si¢ dogodnym tacznikiem dwoch ugrupowan farmakoforowych.
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2. Wszystkie nowo otrzymane zwiazki (lacznie 219 zwigzkéw finalnych i posrednich)
scharakteryzowano w oparciu 0 szczegdtowa analize spektroskopowa (*H NMR, 3C NMR,
HRMS) oraz analiz¢ elementarng (C, H, N). Badania rentgenokrystalograficzne pozwolity
okreslic budowe strukturalng zwigzkow W stanie statym oraz dostarczyly informacji
0 wystepujacych w czasteczkach wigzaniach wodorowych wewnatrz- i migdzyczasteczkowych,
odpowiedzialnych za przyjmowanie okreslonych konformacji.

3. Testy in vitro przeprowadzone na liniach komorkowych nowotworéow ludzkich
potwierdzily potencjal przeciwnowotworowy zaprojektowanych w badaniach hybryd
molekularnych, a tym samym potwierdzity stuszno$¢ postawionej hipotezy badawczej. Badania
aktywnosci przeciwnowotworowej N-(5-0kso-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-3-ylo)-2-
merkaptobenzenosulfonamidow wobec 60 linii komorkowych 9 typow nowotwordéw ludzkich
pozwolity wyloni¢ zwigzek 11, ktéry moze postuzy¢ jako struktura wiodaca do dalszych badan.
Zwiagzek 11 prezentowal wysoka aktywno$¢ wobec calego panelu linii nowotworowych
w zakresie niskich wartosci parametru Glso (Glso < 11,2 uM) ze szczegdlnym uwzglednieniem
linii czerniaka MDA-MB-435 (Glso = 1,9 uM) oraz raka nerki A498 (Glso = 1,9 uM). Natomiast
wyniki testow skriningowych przeprowadzonych na trzech liniach komérkowych nowotworow
ludzkich: raka szyjki macicy HelLa, raka piersi MCF-7 oraz raka okreznicy HCT-116 wykazaty,
ze obecnos¢ farmakoforowego ugrupowania 1,2.4-triazyny w strukturze N-(5-arylo-1,2,4-
triazyn-3-ylo)benzenosulfonamidow prowadzita do umiarkowane;j aktywnosci
przeciwnowotworowej zwigzkow 26 1 27, scharakteryzowanej wartosciami ICso w zakresach
34-42 uM (HeLa) i 36-38 uM (HCT-116). Natomiast wprowadzenie pier§cienia 5-0kso-1,2,4-
triazyny na atom azotu benzenosulfonamidu skutkowato zwigkszeniem aktywnosci
pochodnych wobec linii HelLa i wytypowaniem najbardziej aktywnych pochodnych 71 i 72
(ICs0= 19 uM). Potencjatl przeciwnowotworowy wykazaty rowniez N-acylowane sulfonamidy,
a wsréd nich zw. 112 prezentujacy wartosci ICso w zakresie 6-30 pM wobec trzech
testowanych  linii  (HeLa, HCT-116, MCF-7). Najkorzystniejsze  wlasciwosci
przeciwnowotworowe prezentowaly 4-(1H-pirol-1-ylo)benzenosulfonamidy zawierajace
podstawnik N-(8-chinolinylowy), a w szczegolnosci zwigzek 90 wykazujacy 1Cso: 3-7 uM
wobec komoérek HelLa, HCT-116 i MCF-7.

4. W grupie N-podstawionych N’-(2-merkaptobenzenosulfonylo)guanidyn,
zaprojektowanych jako inhibitory izoform hCA 1X i XII, uzyskano kluczowe zwiazki 145 i 149
hamujace wzrost komoérek nowotworowych ponad 50% linii z panelu NCI-60 w zakresie
Glso: 2,1-5,0 uM. Nalezy podkresli¢ wysoka aktywnos$¢ tych zwigzkow wzgledem linii
biataczki HL-60(TB) i SR (Glso: 2,1-2,4 uM). Wsrod 2-(4-chloro-2-merkapto-
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5-metylobenzenosulfonylo)-1-(1,3,5-triazyn-2-yloamino)guanidyn jako potencjalnych
inhibitoréw hCA IX tylko pochodna 173 wykazata aktywno$¢ wobec komorek linii HeLa
(ICso = 17 uM), a jej selektywno$¢ wobec komoérek nowotworowych potwierdzity testy
cytotoksycznos$ci przeprowadzone na zdrowych komoérkach HaCaT.

5. Na podstawie testow aktywnos$ci inhibicyjnej udato si¢ wytoni¢ szereg inhibitoréw
hCA IX i XII zwiagzanych z procesem nowotworowym. W serii trzydziestu trzech
N-podstawionych N’-(2-merkaptobenzenosulfonylo)guanidyn (I) trzynascie pochodnych
cechowata wyzsza aktywnos$¢ inhibicyjna wobec hCA IX (Ki: 4,7-21 nM) w poréwnaniu
z Kklinicznie stosowanymi sulfonamidami referencyjnymi (Ki: 24-50 nM), za$ najwyzszg
aktywno$¢ wzgledem hCA XII odnotowano dla zwigzkéw zawierajacych ugrupowanie
2-sulfoamoilo-1,3,4-tiadiazolowe (Ki: 0,96-11 nM). Z szeregu 2-(4-chloro-2-merkapto-5-
metylobenzenosulfonylo)-1-(1,3,5-triazyn-2-yloamino)guanidyn, zwigzki zawierajace
podstawnik 4-sulfoamoilofenylowy w pozycji 6 pierscienia 1,3,5-triazyny (VII) wykazaty
najwyzsza zdolnos¢ do inhibicji izoform hCA IX (K: 37,1-42,9 nM) i hCA XII (Ki: 31-91,9 nM).

6. Stosujac modelowanie molekularne wyjasniono selektywne dziatanie zwiazku 173
wobec izoformy hCA IX i zidentyfikowano regiony anhydrazy weglanowej uczestniczace
W wigzaniu tego liganda.

7. W odniesieniu do niektorych zwigzkow wykazano korelacje aktywnosci
przeciwnowotworowej z aktywnoscig inhibicyjng izoenzymow hCA zwigzanych z procesem
nowotworowym. Zwigzki 145 i 149 tj. N-podstawione pochodne N'-(2-merkapto-
benzenosulfonylo)guanidyny o wysokiej aktywno$ci przeciwnowotworowej efektywnie
hamowaty aktywnos$¢ enzymatyczng izoform hCA IX i XIlI (K, w zakresie 18-40 nM).
Natomiast pochodna 2-(4-chloro-2-merkapto-5-metylobenzenosulfonylo)-1-(1,3,5-triazyn-2-
yloamino)guanidyny 173 jako selektywny inhibitor hCA IX i XII wykazywata znaczaca
aktywnos$¢ przeciwnowotworowa wobec linii HeLa (ICso= 17 uM).

8. Udalo si¢ dowies¢, ze w wyniku dziatania zwigzkoéw 26, 71, 72 i 90, reprezentujacych
szeregi pochodnych N-(1,2,4-triazyn-3-ylo)benzenosulfonamidu, N-(5-okso-1,2,4-triazyn-3-
ylo)benzenosulfonamidu i N-(heteroarylo)-4-(1H-pirol-1-ylo)benzenosulfonamidu, $mieré¢
komorek nowotworowych nastgpuje na drodze apoptozy. Apoptoze potwierdzity zmiany
morfologiczne komorek, fragmentacja DNA, utrata potencjatu btony mitochondrialne;,
translokacja fosfatydyloseryny do zewnetrznej warstwy blony komorkowej i aktywacja
kaspaz (1-9).

9. Wykorzystujac analize statystyczng wyznaczono Kilka modeli QSAR korelujacych

deskryptory molekularne z wynikami testow aktywno$ci przeciwnowotworowej. Siedem
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otrzymanych modeli dla serii N-(5-okso-1,2,4-triazyn-3-ylo)benzenosulfonamidow (111),
N-(arylo/heteroarylo)-4-(1H-pirol-1-ylo)benzenosulfonamidow  (IVV) i N-acylobenzeno-
sulfonamidéw (V) moze zostaé wykorzystanych do optymalizacji struktur wiodacych jak i do
racjonalnego projektowania kolejnych nowych zwigzkéw 0 potencjalnej aktywnosci
przeciwnowotworowe;j.

10. Badania aktywnos$ci  przeciwnowotworowej  pochodnych  N-(1,2,4-triazyn-3-
ylo)benzenosulfonamidu, N-(5-okso-1,2,4-triazyn-3-ylo)benzenosulfonamidu i N-acylo-
benzenosulfonamidu  uzupetlniono 0 analize stabilnoSci metabolicznej in  vitro
z wykorzystaniem enzymoéw watrobowych. Wymiernym wynikiem tych badan bylo
wytypowanie pochodnych 26, 72 i 112 charakteryzujacych si¢ korzystnymi parametrami
stabilnos$ci metabolicznej (ti2: 24,2-32,8 min) oraz aktywnosci przeciwnowotworowej wobec

linii HeLa, HCT-116 i MCF-7 (ICso: 6-36 uM).

Przeprowadzone prace badawcze, stanowigce podstawe habilitacji, byly finansowane
przez Gdanski Uniwersytet Medyczny W ramach badan wilasnych Mtodych Naukowcow
I badan statutowych Katedry i Zaktadu Chemii Organicznej oraz przez Narodowe Centrum
Nauki (Grant NCN 2013/09/B/NZ7/00048) — gtéwny wykonawca. Osiagni¢cia naukowe
wynikajgce ze wspominanych badan zostaly nagrodzone czterema zespotowymi nagrodami
naukowymi Rektora Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w latach 2013-2015, 2017.

Wspotpraca z krajowymi i zagranicznymi o§rodkami naukowymi, m.in. Uniwersytetem
we Florecji, National Cancer Institute w USA, Miedzyuczelnianym Wydziatem Biotechnologii
UG i GUMed, Politechnikg Gdanska oraz jednostkami Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
sprawita, ze podjete badania zyskaly charakter interdyscyplinarny.

Wiyniki przeprowadzonych badan poszerzyly stan wiedzy w zakresie poszukiwania
lekow przeciwnowotworowych 0 strukturze benzenosulfonamidu. Uzyskane informacije
dotyczace pozadanych cech strukturalnych aktywnych zwigzkéw moga zosta¢ wykorzystane
do racjonalnego projektowania kolejnych  struktur 0 potencjalnej aktywnoSci
przeciwnowotworowe;. Obiecujace wiasciwosci proapoptotyczne uzyskanych
benzenosulfonamidow moga by¢ przyczynkiem do dalszych badan w kierunku okreslenia
mechanizmu dzialania tych zwigzkow w komorkach nowotworowych.

Realizacja badan stanowigcych podstawe habilitacji byla mozliwa dzigki zyczliwosci

I owocnej wspotpracy z nastgpujagcymi osrodkami nauko-badawczymi:
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Prof. Claudiu T. Supuran, Daniela Vullo, Andrea Angeli - NEUROFARBA Department,
Section of Pharmaceutical and Nutriceutical Sciences, University of Florence, Italy - badanie
inhibicji anhydrazy weglanowe;j

NCI Bethesda, USA - badanic aktywnosci przeciwnowotworowej na panelu 60 linii
komoérkowych nowotworow ludzkich

Prof. Tomasz Baczek, dr Mariusz Belka, dr Szymon Ulenberg, mgr Joanna Zielinska - Katedra
i Zaktad Chemii Farmaceutycznej, Gdanski Uniwersytet Medyczny - modelowanie
molekularne, analiza QSAR i stabilno$¢ metaboliczna

Dr Anna Kawiak - Katedra Biotechnologii, Mi¢dzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG
I GUMed - badanie aktywnosci cytotoksycznej in vitro na liniach komorek nowotworowych
i zdrowych, badanie apoptozy

Dr Grzegorz Stasitoj¢ - Katedra Biotechnologii Medycznej, Zaklad Biologii Komorki,
Miegdzyuczelniany Wydzial Biotechnologii UG i GUMed - badanie apoptozy

Prof. Jarostaw Chojnacki - Katedra Chemii Nieorganicznej, Politechnika Gdanska - analiza
rentgenokrystalograficzna

Mgr inz. Mitosz Wieczor - Katedra Chemii Fizycznej, Politechnika Gdanska - modelowanie
molekularne

Prof. dr hab. Jarostaw Stawinski (wspottworzenie koncepcji badawczej, dyskusja wynikow
I wspotredakcja publikacji), dr Aneta Pogorzelska, dr Krzysztof Szafranski (synteza substratow
niezbednych do realizacji badan), dr Czestawa Orlewska (hodowla monokrysztatu) — Katedra
I Zaktad Chemii Organicznej, Gdanski Uniwersytet Medyczny
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

5.1. Wykaz pozostatych publikacji w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation
Reports (nie wchodzacych w sktad osiggnigcia wymienionego W pkt. 4.2.)

B1. Jarostaw Stawinski, Beata Zolmowska, Danuta Pirska, Anna Kedzia, Ewa Kwapisz.
Synthesis and antibacterial activity of novel 4-chloro-2-mercaptobenzenesulfonamide
derivatives. J. Enzyme Inhib. Med. Chem. 28 (2013) 41-51

(wskaznik Impact Factor: 2,383, punktacja MNiSW: 20)

B2. Zdzistaw Brzozowski, Beata Zolmowska, Jarostaw Stawinski, Synthesis of a new series of
biologically interesting 6’-chloro-1’,1’-dioxospiro[4H-benzo[d][1,3,7]oxadiazocine-4,3'(2'H)-
[1,4,2]benzodithiazine]-2,6(1H,5H)dione derivatives. Monatsh. Chem. 144 (2013) 1397-1405

(wskaznik Impact Factor: 1,347, punktacja MNiSW: 25)

B3. Jarostaw Stawinski, Aneta Pogorzelska, Beata Zolowska, Tomasz Laskowski, Pawet
Sowinski, Synthesis and structure determination of 2,3-diaryl-9,9-dioxo-1H-9-thia-1,4,4a,7,10-
pentaazaphenanthrene-2-ols. Tetrahedron 69 (2013) 8675-8679

(wskaznik Impact Factor: 2,817, punktacja MNiSW: 30)

B4. Jarostaw Stawinski, Aneta Pogorzelska, Beata Zolmowska, Anna Kedzia, Marta
Zidtkowska-Klinkosz, Ewa Kwapisz. Synthesis and anti-yeast evaluation of novel 2-alkylthio-
4-chloro-5-methyl-N-[imino-(1-oxo-(1H)-phthalazin-2-yl)methyl]benzenesulfonamide
derivatives. Molecules 19 (2014) 13704-13723

(wskaznik Impact Factor: 2,416, punktacja MNiSW: 30)

B5. Jarostaw Stawinski, Zdzistaw Brzozowski, Beata Zolnowska, Krzysztof Szafranski, Aneta
Pogorzelska, Daniela Vullo, Claudiu T. Supuran. Synthesis of a new series of N*-substituted
4-(2-aminoethyl)benzenesulfonamides and their inhibitory effect on human carbonic anhydrase
cytosolic isozymes i and Il and transmembrane tumor-associated isozymes IX and XII. Eur. J.
Med. Chem. 84 (2014) 59-67

(wskaznik Impact Factor: 3,447, punktacja MNiSW: 40)

B6. Jarostaw Stawinski, Aneta Pogorzelska, Beata Zolmowska, Kamil Brozewicz, Daniela
Vullo, Claudiu T. Supuran. Carbonic anhydrase inhibitors. Synthesis of a novel series of
5-substituted 2,4-dichlorobenzenesulfonamides and their inhibition of human cytosolic
isozymes i and Il and the transmembrane tumor-associated isozymes IX and XII. Eur. J. Med.
Chem. 82 (2014) 47-55

(wskaznik Impact Factor: 3,447, punktacja MNiSW: 40)

B7. Jarostaw Stawinski, Beata Zolmowska, Zdzistaw Brzozowski, Anna Kawiak, Mariusz
Belka, Tomasz Baczek. Synthesis and QSAR study of novel 6-chloro-3-(2-arylmethylene-1-
methylhydrazino)-1,4,2-benzodithiazine 1,1-dioxide derivatives with anticancer activity.
Molecules 20 (2015) 5754-5770

(wskaznik Impact Factor: 2,465, punktacja MNiSW: 30)
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B8. Beata Zolnowska, Jarostaw Stawinski, Aleksandra Grzonek, Anna Kedzia, Ewa Kwapisz,
Anna Kawiak. N-Substituted N’-(2-alkylthio-4-chloro-5-methylbenzenesulfonyl)guanidines:
antibacterial, cytoxic activites and some structure-activity relationships. Pol. J. Microbiol. 64
(2015) 299-305

(wskaznik Impact Factor: 0,750, punktacja MNiSW: 15)

B9. Jarostaw Stawinski, Aleksandra Grzonek, Beata Zolmowska, Anna Kawiak. Synthesis of
novel pyrido[4,3-€][1,2,4]triazino[3,2-C][1,2,4]thiadiazine 6,6-dioxide derivatives with
potential anticancer activity. Molecules 21 (2016) 41

(wskaznik Impact Factor: 2,861, punktacja MNiSW: 30)

B10. Jarostaw Stawinski, Krzysztof Szafranski, Aneta Pogorzelska, Beata Zolnowska, Anna
Kawiak, Katarzyna Macur, Mariusz Belka, Tomasz Baczek. Novel 2-benzylthio-5-(1,3,4-
oxadiazol-2-yl)benzenesulfonamides with anticancer activity: synthesis, QSAR study, and
metabolic stability. Eur. J. Med. Chem. 132 (2017) 236-248

(wskaznik Impact Factor: 4,519, punktacja MNiSW: 40)

B11. Aneta Pogorzelska, Jarostaw Stawinski, Beata Zomowska, Krzysztof Szafranski, Anna
Kawiak, Jarostaw Chojnacki, Szymon Ulenberg, Joanna Zielinska, Tomasz Baczek. Novel
2-(2-alkylthiobenzenesulfonyl)-3-(phenylprop-2-ynylideneamino)guanidine  derivatives as
potent anticancer agents — synthesis, molecular structure, QSAR studies and metabolic stability.
Eur. J. Med. Chem. 138 (2017) 357-370

(wskaznik Impact Factor: 4,519, punktacja MNiSW: 40)

B12. Aneta Pogorzelska, Beata Zolmowska, Rafal Bartoszewski. Cysteine cathepsins as
a prospective target for anticancer therapies: current progress and prospects. Biochimie 151
(2018) 85-106

(wskaznik Impact Factor: 3,112, punktacja MNiSW: 25)

B13. Aneta Pogorzelska, Jarostaw Stawinski, Anna Kawiak, Beata Zolmowska, Jarostaw
Chojnacki, Grzegorz Stasiloj¢é, Szymon Ulenberg, Krzysztof Szafranski, Tomasz Baczek.
Synthesis, molecular structure, and metabolic stability of new series of N'-(2-alkylthio-4-
chloro-5-methylbenzenesulfonyl)-1-(5-phenyl-1H-pyrazol-1-yl)amidine as potential anti-
cancer agents. Eur. J. Med. Chem. 155 (2018) 670-680

(wskaznik Impact Factor: 4,519, punktacja MNiSW: 40)

B14. Aneta Pogorzelska, Beata Zolnowska, Jarostaw Stawinski, Anna Kawiak, Krzysztof
Szafranski, Mariusz Belka, Tomasz Baczek. Synthesis of 2-alkylthio-N-(quinazolin-2-
yl)benzenesulfonamide derivatives: anticancer activity, QSAR studies, and metabolic stability.
Mon. Chem. 149 (2018) 1885-1898

(wskaznik Impact Factor: 1,285, punktacja MNiSW: 20)

B15. Petar Zuvela, J. Jay Liu, Yi Myunggi, Pawel P. Pomastowski, Gulyaim Sagandykova,
Mariusz Belka, Jonathan David, Tomasz Baczek, Krzysztof Szafranski, Beata Zomowska,
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Jarostaw Stawinski, Claudiu T. Supuran, Ming Wah Wong, Bogustaw Buszewski. Target-based
drug discovery through inversion of quantitative structure-drug property relationships and
molecular simulation: CA 1X-sulphonamide complexes. J. Enzyme Inhib. Med. Chem. 33
(2018) 14301443

(wskaznik Impact Factor: 3,638, punktacja MNiSW: 25)

B16. Paulina Cieslik, Monika Wozniak, Krzysztof Tokarski, Magdalena Kusek, Andrzej Pilca,
Agata Ploska, Adrianna Radulska, Iwona Pelikant-Matecka, Beata Zolnowska, Jarostaw
Stawinski, Leszek Kalinowski, Joanna M Wieronska. Simultaneous activation of muscarinic
and GABAB receptors as a bidirectional target for novel antipsychotic. Behav. Brain Res.
(2018) Doi: 10.1016/j.bbr.2018.09.019

(wskaznik Impact Factor: 3,173, punktacja MNiSW: 30)

5.2. Badania naukowe realizowane przed uzyskaniem stopnia doktora

Moja dziatalno$¢ naukowo-badawcza rozpoczeta sie w roku 2003 wraz z pracg
magisterska p.t. ,, Synteza potencjalnych inhibitorow katepsyny B zawierajqcych ugrupowanie
(E)-3-benzylosulfonyloakryloilowe” wykonana pod opicka dr Reginy Kasprzykowskiej
w Katedrze Chemii Organicznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Podczas
realizacji tej pracy prowadzitam synteze peptydomimetykéw z zastosowaniem metod
wykorzystywanych do syntezy wigzania peptydowego W roztworze. Zdobytam do$wiadczenie
w izolacji i oczyszczaniu zwigzkéw organicznych réznymi metodami, W tym technikg
RP-HPLC. Doskonalitam umieje¢tnosci wykorzystywania analizy spektroskopowej IR,
'H NMR, C NMR, spekterometrii mas (MALDI-TOF) i analizy elementarnej w ustalaniu
struktury chemicznej zwigzkow organicznych. Rezultaty uzyskane w pracy magisterskiej
przedstawitam na dwoch konferencjach (XLVII Zjazd PTChem i SITPChem we Wroctawiu,
2004 rok oraz XXXI1 Winter School of Faculty of Biotechnology: From Molecular Biology to
Biotechnology, Zakopane, 2005 rok) w postaci prezentacji posterowych. W 2004 roku
otrzymatam wyro6znienie Polskiego Towarzystwa Chemicznego za najlepsza pracg magisterska
obroniong na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego.

Od roku 2004 dalsza prace naukowa kontynuowatam na studiach doktoranckich na
Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Prace doktorska zatytutowang ,, Synteza zwigzkow
hamujgcych proces osteoklastogenezy” realizowalam w Katedrze Chemii Medycznej na
Wydziale Chemii UG pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Franciszka Kasprzykowskiego.
W ramach pracy doktorskiej zajmowatam si¢ poszukiwaniem nowych potencjalnych
inhibitorow procesu osteoklastogenezy, ktorych struktury opieraty si¢ m.in. o wybrane
elementy budowy N-terminalnego fragmentu ludzkiej cystatyny C (hCC) i naturalnego

inhibitora proteaz cysteinowych, E-64. Zarowno ludzka cystatyna C, jak i E-64 hamuja
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tworzenie wielojadrzastych osteoklastow. Syntezy zaprojektowanych peptydomimetykow
prowadzitam w roztworze, stosujac klasyczne metody sprzegania i ochrony grup bocznych
aminokwasow. Poszukiwanie potencjalnych inhibitoréw osteoklastogenezy opartam takze
0 wybrane fragmenty hCC zawierajace reszty argininy, ktorej tancuch boczny jest istotnym
elementem budowy zwigzkow hamujacych osteoklastogeneze. Docelowe hepta- i oktapeptydy
otrzymatam przy zastosowaniu standardowej metodologii Fmoc i automatycznego syntezatora
peptydow. Badania wptywu otrzymanych zwigzkéw na hamowanie procesu osteoklastogenezy
przeprowadzitam we wspotpracy z prof. Ulfem Lernerem z Uniwersytetu w Umea (Szwecja).
Otrzymane peptydomimetyki i peptydy wykazaly aktywno$¢ inhibicyjng wobec procesu
tworzenia wielojadrzastych osteoklastow na poziomie, ktory pozwalat kontynuowaé badania
nad zastosowaniem tych zwigzkow w leczeniu osteoporozy. Zsyntetyzowane w mojej pracy
doktorskiej nowe zwigzki chemiczne zostaty objete ochrong patentowg (WO 2010/147547 Al
oraz US 08748370).

Efekty moich prac naukowo-badawczych prezentowatam w postaci posterow na 18-tym
i 20-tym Polskim Sympozjum Peptydowym we Wroctawiu (2005) i Wiadystawowie (2009),
a takze W postaci prezentacji ustnej na ,,Polish-Swedish meeting on human cystatines” w Lund
(Szwecja, 2009). Przedstawiajac wyniki pracy doktorskiej na VIII Sesji Sprawozdawczej
Uczestnikow Studiow Doktoranckich w 2008 roku zdobytam Pierwsza Nagrode za najlepsza

wygloszong prezentacje.

5.3. Badania naukowe realizowane po uzyskaniu stopnia doktora — wspotpraca naukowa
Moja dziatalno$¢ badawcza od roku 2010 zwigzana jest z Katedra i Zaktadem Chemii
Organicznej na Wydziale Farmaceutycznym GUMed i koncentruje si¢ W nastepujacych trzech
obszarach:
> Poszukiwanie zwigzkow 0 aktywnos$ci przeciwnowotworowej. Prowadzac badania
nad  synteza  pochodnych  benzenosulfonamidu 0  potencjalnej  aktywnosci
przeciwnowotworowej bytam wspotwykonawca zadan statutowych Katedry i Zaktadu Chemii
Organicznej prowadzonych pod kierunkiem prof. dr hab. Jarostawa Stawinskiego. W ramach
tych zadan wspottworzytam koncepcj¢ badan zwigzanych z oceng aktywnosci cytotoksycznej
pochodnych 1,1-ditlenku 6-chloro-3-(2-arylometyleno-1-metylohydrazyno)-1,4,2-
benzoditiazyny i ustaleniem ilosciowych zaleznosci struktura-aktywnos¢ tych pochodnych [B7].
W wyniku badan wykazano aktywnos$¢ przeciwnowotworowg pochodnych zawierajgcych
podstawnik 5-nitrotiofenowy lub 2,5-dihydroksyfenylowy wobec linii HelLa, HCT-116

I MCF-7. Ponadto przeprowadzona przeze mnie analiza statystyczna pozwolita wyznaczy¢ dla
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linii MCF-7 i HCT-116 modele QSAR, opisujace wplyw wiasciwosci elektronowych,
sterycznych, hydrofilowych oraz hydrofobowych na aktywnos$¢ biologiczng zwigzkow.
W kolejnym zadaniu statutowym dotyczacym pochodnych 6,6-ditlenku  2-R2-3-
hydroksypirydo[4,3-€][1,2,4]triazyno[3,2-c][1,2,4]tiadiazyny i oceny ich aktywno$ci wobec
linii HeLa, HCT-116 i MCF-7 bytam zaangazowana W analiz¢ i interpretacj¢ wynikow oraz
tworzenie manuskryptu [B9]. W efekcie wspolnych dziatan opracowano dogodng metode
syntezy nowego ukladu skondensowanych pier§cieni aromatycznych pirydo[4,3-
e][1,2,4]triazyno[3,2-c][1,2,4]tiadiazyny, jak rowniez opisano wptyw podstawnikéw R? cztonu
triazynowego na umiarkowang aktywnos$¢ cytotoksyczna wzglgdem linii MCF-7 oraz Hela
I dobra aktywno$¢ w odniesieniu do linii HCT-116.

Zdobyte doswiadczenie W zakresie syntezy organicznej pozwolito mi na udzial
W charakterze gtownego wykonawcy w grancie NCN OPUS (2013/09/B/NZ7/00048) (w latach
2014-2018) dotyczacym syntezy i oceny aktywnosci przeciwnowotworowej nowych
poliazotowych pochodnych 2-merkaptobenzenosulfonamidu (kierownik prof. dr hab. Jarostaw
Stawinski). W projekcie tym bylam odpowiedzialna za opracowanie koncepcji badan,
wykonanie prac syntetycznych i interpretacje wynikow badan biologicznych trzech szeregéw
pochodnych benzenosulfonamidu [A3-A5]. Ponadto do moich zadan nalezalo wykonanie
syntez substratow, niezbednych do otrzymania pochodnych 2-benzylotio-5-(1,3,4-oksadiazol-
2-ylo)benzenosulfonamidu [B10], 2-(2-alkilotiobenzenosulfonylo)-3-(fenylprop-2-
ynylidenoamino)guanidyny [B11], N'-(2-alkilotio-4-chloro-5-metylobenzenosulfonylo)-1-(5-
fenylo-1H-pirazol-1-ylo)amidyny [B13] i 2-alkilotio-N-(chinazolin-2-ylo)benzenosulfonamidu
[B14], jak rowniez koordynowanie wspotpracy w zakresie badan biologicznych (badanie
aktywnosci cytotoksycznej in vitro, badanie apoptozy, stabilnos¢ metaboliczna), sporzadzanie
umoéw dla wykonawcow projektu oraz raportowanie roczne i koncowe w systemie ZSUN/OSF.
> Poszukiwanie  zwiazkéw 0 aktywnosci  mikrobiologicznej, w tym
przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybowej. W ramach realizacji tego kierunku badawczego, we
wspotpracy z zespolem Zakladu Mikrobiologii Jamy Ustnej GUMed, uczestniczylam
w otrzymywaniu nowych pochodnych 2-alkilotio-N-(1,3,4-tiadiazol-2-ylo)benzenosulfonamidu
[B1], 2-alkilotio-N-(3,4-dihydro-4-oksotieno[2,3-e]pirymidyn-2-ylo]benzenosulfonamidu [B1],
2-alkilotio-N-(3,4-dihydro-4-oksochinazolin-2-ylo)benzenosulfonamidu [B1] oraz
N-podstawionych pochodnych N’-(2-alkilotio-4-chloro-5-metylobenzenosulfonylo)guanidyny
[B8] wykazujacych aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec licznych szczepoéw bakterii
beztlenowych oraz tlenowych z rodzaju Propionibacterium acnes, Propionibacterium

granulosum, Actinomyces viscosus, Parvimonas micra, Finegoldia magna, Peptostreptococcus
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anaerobius oraz Staphylococcus aureus, metycylinooporny Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis 1 Corynebacterium spp. Uczestniczytam ponadto w projekcie
dotyczacym syntezy i oceny aktywnos$ci przeciwgrzybowej pochodnych 2-alkilotio-N-[imino-
(1-okso-(1H)-ftalazyn-2-ylo)metylo]benzenosulfonamidu [B4]. Kontynuujac wspotprace
z zespolem mikrobiologdbw aktualnie prowadze badania nad nowymi szeregami
N-podstawionych benzenosulfonamidéw 0 potencjalnej aktywno$ci przeciwbakteryjnej
I przeciwgrzybowej.

> Poszukiwanie zwigzkow hamujgcych aktywnos$¢ enzymatyczng izoform anhydrazy
weglanowej powiazanych z procesem nowotworowym. W konsekwencji trwajacych
poszukiwan selektywnych inhibitorow hCA IX 1 XII jako potencjalnych zwigzkow
przeciwnowotworowych uczestniczytam w badaniach nad szeregami N*-podstawionych
pochodnych 4-(2-aminoetylo)benzenosulfonamidu [B5] oraz 5-podstawionych pochodnych
2,4-dichlorobenzenosulfonamidu [B6]. Pierwsza z prac wskazywata, iz najwicksza site
inhibicji wobec hCA IX i XII (Ki: 4,0-6,2 nM) przy réwnoczesnej wysokiej selektywnosci
prezentowaly pochodne o0 charakterze jonowym tj. jodek 3-sulfoamoilo-4-[2-(4-
sulfoamoilofenylo)etyloamino]-1-metylopirydyniowy i odpowiadajgca mu betaina [B5].
Wymiernym  wynikiem drugiej z prac  bylo  wylonienie pochodnych
2-chlorobenzenosulfonamidu podstawionych w pozycji 5 podstawnikiem
hydrazynokarbonylowym badz heterocyklicznymi pierscieniami 1,3,4-oksa- lub 1,3,4-
tiadiazolu, jako silnych i selektywnych inhibitorow izoform transbtonowych hCA IX i XI1 [B6].

Istotny watek W mojej pracy naukowej, dotyczacy poznawania reaktywnosci
I wlasciwosci chemicznych pochodnych benzenosulfonamidu, stanowity badania nad
otrzymaniem nowych uktadow  heterocyklicznych  2,3-diarylo-9,9-diokso-1H-9-tia-
1,4,4a,7,10-pentaazafenantren-2-olu [B3] i 6'-chloro-1',1'-dioksospiro[4H-
benzo[d][1,3,7]oksadiazocyno-4,3'(2'H)-[1,4,2-benzoditiazyno]-2,6(1H,5H)dionu [B2].

W ramach wspotpracy z Instytutem Farmakologii Polskiej Akademii Nauk w Krakowie
bratam udzial w badaniach dotyczacych znaczenia modulacji systeméw cholinergicznych
i GABAergicznych w leczeniu pozytywnych i poznawczych objawow schizofrenii, ktoérych
wynikiem jest praca pt. ,, Simultaneous activation of muscarinic and GABAg receptors as
a bidirectional target for novel antipsychotic” opublikowana w Behavioural Brain Research
[B16].

Jestem wspotautorem pracy opisujacej nowe podejscie W poszukiwaniu lekow
W oparciu o0 znane cele, w ktérym synergistycznie wykorzystano oznaczone eksperymentalnie

wilasciwosci fizykochemiczne aktywnych zwiazkéw oraz techniki obliczeniowe in silico
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(QSPR, MD). Opracowana metodologia powstata przy wspotudziale zespotow badawczych
z National University of Singapore (Department of Chemistry), Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu (Katedra Chemii Srodowiska i Bioanalityki oraz Interdyscyplinarne
Centrum Nowoczesnych Technologii), Pukyong National University (Department of Chemical
Engineering, Department of Biomedical Engineering), Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
(Katedra i Zaktad Chemii Organicznej oraz Katedra i Zaktad Chemii Farmaceutycznej) oraz
Universita degli Studi di Firenze (NEUROFARBA Dept.). Praca zatytulowana ,, Target-based
drug discovery through inversion of quantitative structure-drug-property relationships and
molecular simulation: CA IX-sulphonamide complexes” zostata opublikowana w Journal of
Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry [B15].

Jestem wspotautorem artykulu przegladowego w czasopismie Biochimie na temat
katepsyn cysteinowych jako potencjalnego celu w terapiach przeciwnowotworowych [B12].
Artykul ten omawia role katepsyn cysteinowych w procesach fizjologicznych i progresji
nowotworow. Opisuje rowniez znaczenie endogennych i egzogennych inhibitoréw tych proteaz

W leczeniu nowotwordow.

5.4. Liczbowe zestawienie dorobku

Prace oryginalne: 23 publikacje

Sumaryczny Impact Factor wszystkich prac: 68,898
Suma punktow MNiISW: 700

Sumaryczny Impact Factor prac stanowiacych podstawe habilitacji: 21,233
Suma punktow MNiSW prac stanowigcych podstawe habilitacji: 220

Sumaryczny Impact Factor prac z pierwszym autorstwem: 20,354
Suma punktow MNISW prac z pierwszym autorstwem: 210

Catkowita liczba cytowan (wg bazy IST Web of Science): 114 (15.10.2018)
Calkowita liczba cytowan (wg bazy Scopus): 146 (15.10.2018)

Indeks Hirscha (wg ISI Web of Science): 6 (15.10.2018)
Indeks Hirscha (wg Scopus): 7 (15.10.2018)

5.5. Udziatl w projektach badawczych

1. Synteza i struktura nowych arylosulfonamidow 0 potencjalnej aktywnosci
przeciwnowotworowej i/lub  przeciwbakteryjnej, 2012-2014, Badania statutowe
(ST-02-0016/07) finansowane przez Gdanski Uniwersytet Medyczny, Wykonawca

2. Synteza nowych pochodnych 2-alkilotiobenzenosulfonamidu o potencjalnej aktywnosci
biologicznej, 2013-2014, Badania wiasne (MN 01-0079/80) finansowane przez Gdanski
Uniwersytet Medyczny, Kierownik
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. Synteza i aktywno$¢ przeciwnowotworowa nowych pochodnych 2-merkapto-4-chloro-5-

metylobenzenosulfonamidu zawierajacych liniowe 1 cykliczne uklady azotowe, 2015,
Badania wlasnych finansowane przez Gdanski Uniwersytet Medyczny ze srodkéw KNOW
przyznanych na lata 2012-2017, Kierownik

Synteza i struktura nowych arylo/heteroarylosulfonamidéw 0 spodziewanej aktywnosci
cytotoksycznej, inhibitorow anhydrazy weglanowe;j i/lub zZwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych, 2015-2017, Badania statutowe (ST-02-0016/07) finansowane
przez Gdanski Uniwersytet Medyczny, Wykonawca

. Nowe pochodne 4-(1H-pirol-1-ylo)-N-(arylo/heteroarylo)benzenosulfonamidu - synteza

i aktywno$¢ przeciwnowotworowa, 20162017, Badania wilasne (MN 01-0213/08)
finansowane przez Gdanski Uniwersytet Medyczny, Kierownik

. Nowe poliazotowe pochodne 2-merkaptobenzenosulfonamidu o wlasciwosciach

przeciwnowotworowych - synteza, ocena aktywnosci oraz projektowanie wspomagane
technikami ~ chemometrycznymi i  metodami  QSAR, 2014-2018, Grant
(2013/09/B/NZ7/00048) finansowany przez NCN, Gléwny wykonawca

. Nowe arylosulfonamidy — synteza i ocena aktywno$ci przeciwnowotworowej oraz

przeciwdrobnoustrojowej w warunkach in vitro, 2018, Badania statutowe (ST-02-0016/07)
finansowane przez Gdanski Uniwersytet Medyczny, Wykonawca

5.6. Nagrody i wyr6znienia

1.

Naukowa Nagroda Rektora Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego — Trzy Nagrody
Zespolowe I-go stopnia: 2014, 2015, 2017

. Naukowa Nagroda Rektora Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego — Nagroda

Zespolowa I1-go stopnia: 2013

Nagroda Dydaktyczna Rektora Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego - Nagroda
Zespolowa I1I-go stopnia, 2016

4. Nagroda III° za najlepszy komunikat posterowy na VIl Konwersatorium Chemii

Medycznej ,,N-acylbenzenesulfonamides — anticancer activity, metabolic stability and
QSAR studies”, Lublin, 2015

5. Wyroznienie Polskiego Towarzystwa Chemicznego za najlepszg prace magisterskg

obroniong na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego w 2004 roku

6. Nagroda I° za najlepsza prezentacje wygloszong podczas VIII Sesji Sprawozdawczej

Uczestnikow Studiow Doktoranckich, 2008, Wydziat Chemii Uniwersytet Gdanski

5.7. Komunikaty konferencyjne

Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk chemicznych:

6 komunikatéw posterowych prezentowanych na migdzynarodowych i krajowych
konferencjach naukowych

1 komunikat ustny prezentowany na Polsko-Szwedzkiej konferencji
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Po uzyskaniu stopnia doktora nauk chemicznych:
35 komunikatow posterowych prezentowanych na krajowych konferencjach naukowych
3 komunikaty ustne prezentowane na krajowych konferencjach naukowych

5.8. Recenzowanie publikacji w czasopismach miedzynarodowych posiadajacych
Limpact factor”

Sporzadzitam 29 recenzji prac naukowych nadestanych z 13 redakcji czasopism z listy
Filadelfijskiej.

ACS Medicinal Chemistry Letters (IF =3,746) — 3 recenzje

Arabian Journal of Chemistry (IF = 4,553) —1 recenzja

Bioorganic Chemistry (IF=2,05) —1 recenzja

Bioorganic and Medicinal Chemistry (IF = 2,793) — 1 recenzja

Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters (IF = 2,454) — 2 recenzje

Chemistry and Biodiversity (IF = 1,44) -2 recenzje

Current Organic Synthesis (IF = 1,917) —1 recenzja

Current topics in Medicinal Chemistry (IF = 3,374) — 1 recenzja

Heterocyclic Communications (IF = 0,542) — 2 recenzje

International Journal of Molecular Sciences (IF = 3,226) —1 recenzja

Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry (IF = 4,293) -2 recenzje

Molecules (IF = 3,098) —11 recenz;ji

Tetrahedron (IF = 2,651) — 1 recenzja

5.9. Cztonkostwo w krajowych organizacjach naukowych

Cztonek Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego
Cztonek Polskiego Towarzystwa Chemii Medycznej

5.10. Wspotpraca naukowa z innymi osrodkami W Polsce i zagranicg

» NEUROFARBA Department, Section of Pharmaceutical and Nutriceutical Sciences,
University of Florence, Italy

> National Cancer Institute, Bethesda, USA

» Department of Chemistry, National University of Singapore, Singapore

» Katedra Chemii Farmaceutycznej, Wydziat Farmaceutyczny z OML, Gdanski Uniwersytet
Medyczny

» Katedra Biotechnologii, Migdzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG i GUMed,
Uniwersytet Gdanski

» Katedra Biotechnologii Medycznej, Zaktad Biologii Komorki, Migdzyuczelniany Wydziat
Biotechnologii UG i GUMed, Gdanski Uniwersytet Medyczny

» Katedra Mikrobiologii, Zaktad Mikrobiologii Jamy Ustnej, Wydziat Lekarski, Gdanski
Uniwersytet Medyczny

» Katedra Chemii Nieorganicznej, Politechnika Gdanska

» Katedra Chemii Fizycznej, Politechnika Gdanska

» Instytut Farmakologii Polskiej Akademii Nauk w Krakowie
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» Katedra Chemii Srodowiska i Bioanalityki, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

» Laboratorium Magnetycznego Rezonansu Jadrowego, Politechnika Gdanska

» Zespot Laboratoriow Specjalistycznych MWB UG i GUMed, Miedzyuczelniany Wydziat
Biotechnologii UG i GUMed, Uniwersytet Gdanski

5.11. Inna dzialalnos¢ zwigzana z pracg organizacyjng i naukowo-dydaktyczng

e Od roku 2010 prowadzg zajgcia laboratoryjne z chemii organicznej dla studentéw drugiego
roku studiéw na kierunku Farmacja oraz Analityka Medyczna oraz dla studentéw
pierwszego roku na kierunku Przemyst Farmaceutyczny i Kosmetyczny.
e Od roku 2010 prowadz¢ zajgcia seminaryjne z chemii organicznej dla studentéw drugiego
roku studiéw na kierunku Farmacja.
e Od roku 2017 prowadze¢ wyktad z analizy elementarnej zwigzku organicznego i identyfikacji
grup funkcyjnych w zwigzku organicznym dla studentéw pierwszego roku na kierunku
Przemyst Farmaceutyczny i Kosmetyczny.
e Od 2010 roku jestem opiekunem 8 magistrantéw z kierunku Farmacja, ktorzy wykonywali
prace magisterskie w Katedrze i Zakladzie Chemii Organicznej Wydziatu
Farmaceutycznego z OML, GUMed. Jedna praca magisterska (A. Marzejon w 2016 roku)
zdobyta uznanie podczas Wydziatlowego Konkursu Prac Magisterskich uzyskujac nagrode
publicznosci.
o Jestem wspoétautorka dwoch skryptéw z przedmiotu Chemia Organiczna:
|. Analiza jakosciowa zwigzkow organicznych z elementami spektroskopii i chromatografii
cieczcowej: dla studentow Wydzialu Farmaceutycznego z QOddzialem Medycyny
Laboratoryjnej, pod red. Jarostawa Stawinskiego. Gdanski Uniwersytet Medyczny, 2015.

2. Kompendium z chemii organicznej: dla studentow Wydzialu Farmaceutycznego
z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej, Beata Zotnowska, Aneta Pogorzelska, Jarostaw
Stawinski. Gdanski Uniwersytet Medyczny, 2017.

e Zajmuje si¢ redagowaniem strony internetowej dotyczacej przedmiotu Chemia Organiczna
dla studentéw II roku Analityki Medycznej w uczelnianym serwisie internetowym
EXTRANET.

e Zajmuj¢ si¢ sprawami organizacyjnymi i administracyjnymi dotyczacymi przedmiotu
Chemia Organiczna na Il roku kierunku Analityka Medyczna.

e Od 2011 roku, jako operator programu ePensum, zajmuj¢ si¢ planowaniem, potwierdzaniem
i rozliczaniem godzin pensum przedmiotow realizowanych w Katedrze i Zaktadzie Chemii
Organiczne;.

e Od 2014 roku jestem czlonkiem Rady Wydziatu, jako przedstawiciel nauczycieli
akademickich.

e Bylam organizatorem warsztatow chemicznych dla dzieci z SP 8 w Gdansku, ktére odbyty
si¢ 6.06.2016 r. w Katedrze i Zaktadzie Chemii Organicznej i miaty na celu poznanie miejsca
pracy rodzica, a takze propagowanie dziatalnosci naukowej na Wydziale Farmaceutycznym
GUMed oraz zainteresowanie dzieci naukami $cistymi.




