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IMIE I NAZWISKO

Aneta Pogorzelska

POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE

Dyplom oraz tytul zawodowy magistra chemii, specjalno§¢ chemia biologiczna,
uzyskany na Wydziale Chemicznym Uniwersytetu Gdanskiego — Gdansk, 2005 rok.
Dyplom oraz stopien doktora nauk chemicznych uzyskany na Wydziale Chemicznym
Uniwersytetu Gdanskiego na podstawie rozprawy doktorskiej pt.: ,,Badanie zaleznos$ci
miedzy strukturg a aktywno$cig zwigzkow antybakteryjnych zaprojektowanych
w oparciu o sekwencj¢ N-terminalnego fragmentu wiazacego ludzkiej cystatyny C.”
Gdansk, 2010 rok.

Dyplom ukonczenia studiow podyplomowych w projekcie ,,Menedzer Projektu
Badawczo-Rozwojowego - studia podyplomowe dla pracownikow naukowych"
finansowanego przez Uni¢ Europejska w ramach Europejskiego Funduszu

Spotecznego, Wyzsza Szkota Bankowa, Gdansk, 2014 rok.

INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH
od 2014 Gdanski Uniwersytet Medyczny, Wydzial Farmaceutyczny z Oddziatem
Medycyny Laboratoryjnej, Katedra i Zaktad Chemii Organicznej, adiunkt.

2011-2014 Gdanski Uniwersytet Medyczny, Wydziat Farmaceutyczny z Oddzialem
Medycyny Laboratoryjnej, Katedra i Zaktad Chemii Organicznej, asystent.
WSKAZANIE OSIAGNIECIA wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003

r. 0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311)

4.1 Tytul osiggniecia naukowego

+»»]lNOWE POCHODNE BENZENOSULFONAMIDOWE ZAWIERAJACE UGRUPOWANIA

POLIAZOTOWE — SYNTEZA I AKTYWNOSC BIOLOGICZNA”
Zgloszone do postepowania habilitacyjnego osiggnigcie naukowe stanowi cykl
powigzanych tematycznie 5 prac oryginalnych (P1—P5) 0 lgcznym wspolczynniku
oddziatywania \F = 16, 298 i {gcznej punktacji MNiSW = 170.
4.2 CyKkl prac zgloszonych do postepowania habilitacyjnego
P1. J. Stawinski, A. Pogorzelska, B. Zotmowska, K. Brozewicz, D. Vullo, C.T.

Supuran; ,,Carbonic anhydrase inhibitors: synthesis of a novel series of 5-substituted

3
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2,4-dichlorobenzenesulfonamides and their inhibition of human cytosolic isozymes |
and Il and the transmembrane tumor-associated isozymes IX and XIL.” Eur. J. Med.
Chem. (2014) 82: 47-55.
IF: 3,447; MNiSW: 40

P2.  A.Pogorzelska*, J. Stawinski, K. Brozewicz, Sz. Ulenberg, T. Baczek; ,,Novel
3-amino-6-chloro-7-(azol-2 or 5-yl)-1,1-dioxo-1,4,2-benzodithiazine derivatives with
anticancer activity: synthesis and QSAR study.” Molecules (2015) 20: 21960-21970.
*Autor korespondencyjny.

IF: 2,465; MNiSW: 30

P3.  A. Pogorzelska, J. Stawinski, B. Zomowska, K. Szafranski, A. Kawiak,
J.  Chojnacki, Sz.  Ulenberg, J. Zielinska, T. 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. (2017) 138: 357-370.

IF: 4,816; MNiSW: 40

P4.  A. Pogorzelska*, J. Stawinski, A. Kawiak, B. Zotowska, J. Chojnacki,
G. Stasiloj¢, Sz. Ulenberg, K. Szafranski, T. Baczek; 2018; ,,Synthesis, molecular
structure, and metabolic stability of new series of N'-(2-alkylthio-4-chloro-5-
methylbenzenesulfonyl)-1-(5-phenyl-1-H-pyrazol-1-yl)amidine as potential anti-cancer
agents.” Eur. J. Med. Chem. (2018) 155: 670-680.

*Autor korespondencyjny.

IF: 4,816; MNiSW: 40

P5.  A. Pogorzelska*, B. Zolmowska, J. Stawinski, A. Kawiak, K. Szafranski,
M. Belka, T. Baczek - ,Synthesis of 2-alkylthio-N-(quinazolin-2-
yl)benzenesulfonamide derivatives — anticancer activity, QSAR studies and metabolic
stability.” Monatsh. Chem. Chem. Mon. (2018) 149: 1885-1898.

*Autor korespondencyjny.

IF: 1,285; MNiSW: 20

Opis indywidualnego wktadu habilitanta w powstanie Kazdej z publikacji znajduje si¢
w Zatgczniku 3 (Wykaz opublikowanych prac naukowych Ilub tworczych prac

zawodowych). Oswiadczenia wspotautorow okreslajgce indywidualny wkiad kazdego
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z nich w powstanie poszczegolnych prac znajdujq sie w Zatgczniku 6 (Oswiadczenia
wspotautorow).

4.3 Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

4.3.1. Wprowadzenie i cel badan

Nowotwory staty si¢ jednym z najwickszych wyzwan wspotczesnej medycyny. Obecnie
liczba przypadkéw choroby nowotworowej szacowana jest na ok. 14 mln, ale Swiatowa
Organizacja Zdrowia (WHO) ostrzega, ze w ciggu najblizszych dwoch dekad liczba ta wzros$nie
0 ok. 70% !. Drastycznie rosnaca zachorowalno$é na nowotwory, zwiazana zaréwno
z czynnikami genetycznymi jak i srodowiskowymi, coraz czeSciej dotyczy ludzi mtodych,
bedac tym samym jedng z najczestszych przyczyn zgondow wsrdd osob, ktore nie przekroczyly
65 roku zycia. Taki stan rzeczy wynika gldwnie z niewlasciwe]j diagnostyki oraz z braku
skutecznych terapii. Klasyczna chemioterapia, stanowigca jedng z gldéwnych metod leczenia
raka, opiera si¢ bowiem na stosowaniu lekéw, ktére poza pozadanym dziataniem
terapeutycznym powoduja wystepowanie licznych 1 zagrazajacych zyciu efektow ubocznych.
Co wigcej, problematyka leczenia nowotwordw jest coraz czgsciej zwigzana z catkowitym
brakiem efektywnych metod powodujacych zahamowanie rozwoju choroby, co jest wynikiem
nabywania przez komodrki nowotworowe opornosci na obecnie wykorzystywane
chemoterapeutyki. W zwiazku z powyzszym, poszukiwanie nowych zwiazkoéw o aktywnosci
przeciwnowotworowej, ktore charakteryzowatyby si¢ mniejsza toksycznoscig 1 unikatowym
mechanizmem dziatania znajduje petne uzasadnienie.

Istotne znaczenie w kontek$cie nowych cytostatykow o zréznicowanym mechanizmie
dziatania zyskaty pochodne arylosulfonamidu (Rys.1). R6zny stopien zaawansowania badan
klinicznych zwiazkow tj. indisulam?, tasisulam?®, E7820% GSK 2126458° SLC-01115, KCN1’
lub XL147 8 daje nadzieje na znalezienie skutecznych chemoterapeutykéw. Co wiece;,
pochodne z ugrupowaniem benzenosulfonamidowym typu Ar-SO.-N(R)R? odnalez¢ mozna
wsrod nowych lekow zatwierdzonych w leczeniu niektérych typow nowotwordow (Rys. 1).
Pazopanib, matoczasteczkowy inhibitor kinaz tyrozynowych, zostat zatwierdzony w leczeniu
zaawansowanego raka nerki® oraz miesakow tkanek migkkich u pacjentéw po wczeéniej
przebytej chemioterapii®. W leczeniu zaawansowanej bialaczki u pacjentéw z mutacja BRAF
V600E lub V600K stosowany jest dabrafenib, lek, ktorego mechanizm dziatania polega na
hamowaniu aktywnosci biatek B-raf (BRAF)L. Innym lekiem w leczeniu przewlektej biataczki

szpikowej jest venetoclax, ktory jest pierwszym zatwierdzonym terapeutykiem dziatajgcym na
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biatko BCL-2. Jest on stosowany u pacjentow, U ktorych komoérki nowotworowe nie posiadaja
czgéci chromosomu 17 (delecja 17p) oraz ktdérzy przeszli juz terapi¢ co najmniej jednym
lekiem. Z Kkolei belinostat, lek hamujacy aktywnos$¢ deacetylazy histonowej, w 2014 otrzymat
zgode FDA na zastosowanie w leczeniu nawracajacych i opornych chioniakéw obwodowych
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Rysunek 1. Struktury wybranych zwigzkéw o dziataniu przeciwnowotworowym, zawierajgcych

w strukturze ugrupowanie benzenosulfonamidowe

Obecny stan wiedzy w zakresie badania cytotoksyczno$ci zwigzkow zawierajacych
fragment benzenosulfonamidowy modyfikowany przez wprowadzenie poliazotowych
fragmentow farmakoforowych pozwala zatem zatozy¢, ze moga one wykazywac istotny
potencjat antyproliferacyjny wzgledem ludzkich komoérek nowotworowych. Hipoteza ta
znajduje rowniez potwierdzenie w badaniach prowadzonych przez zespot naukowy pod
kierownictwem prof. dr hab. Jarostawa Stawinskiego, w wyniku ktérych uzyskano szereg
pochodnych hamujacych wzrost r6znych nowotworowych linii komérkowych, ktére pod katem
struktury mozna sklasyfikowac na ponizsze grupy:

I.  Pierwszorzedowe pochodne benzenosulfonamidu*>'*;
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R!=styry, R”2 =H HeLa, HCT-116, MCF-7

R'=H,R?=H selektywne hamowanie
R2
w zakresie ICso: 11-29 mM !4

hamowanie wzrostu 3 linii:
R!'=H,R?=Cl wzrostu linii CCRF-CEM"?

R! = 4-Bn-piperydyn-1-yl, R = H

Cl S R' = 4-Bn-piperazyn-1-yl, R> = H
R!= [4-(4-CIC¢H,)piperazyn-1-ylo]metyl, R2=H selektywne hamowanie wzrostu
1 (0] /S,NHz R'= [4-(4-FCgHy)piperazyn-1-ylo]metyl, RZ2=H linii HeLa; ICs: 7-17 mM '
R \<\ I 0o R! = [4-(2,5-diCIC¢Hz)piperazyn-1-ylo]metyl, R?> = H
N-N R! = (4-Ph-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)metyl, R? = H

I1.  Benzenosulfonyloamidyny oraz benzenosulfonyloguanidyny!>16-17.18;

Ar2

-

Cl S
7:Eji H H Szerokie spektrum aktywnosci wzgledem ok. 60 linii komoérkowych
Z NN nalezacych do 9 réznych typéw nowotwordw ludzkich w zakresie
1 >sL OH 4cy y Yp

M o ol Glso: 0,24-75,40 pM®

Ar' = Ph, 4-C1-C¢H,
X:Y:Z=N:N:O, N:N:S, O:N:N, S:CH:N
Ar?= Ph, 1,3-benzodioksol-5-yl, 3,4,5-triOMe-C¢H,

Cl S
:@: H Hamowanie wzrostu komorek 32-35 ludzkich linii komorkowych
Me /N“ﬁvy:j"'/@/SOﬂ“Hz w zakresie Glsp: 2,1-5,0 pM?®
n

)
HN
n=0Iub1
cl s Me Me Hamowanie wzrostu komorek 20 linii komorkowych nalezacych do 8 typow
I:[ %\M réznych nowotwordw ludzkich w zakresie Glso: 2,30-9,47 uM*
»—Me
Me o //S:\CN)\ N “N
NH,
Hamowanie wzrostu komorek 58 linii komorkowych nalezacych do 9 typow
C';E:[s W o4 O réznych nowotworéw ludzkich w zakresie Glso: 3,3-33,1 uM*®
N N
™
© © NH

I1l.  Drugorzedowe benzenosulfonamidy modyfikowane przez heterocykliczne pierscienie

zawierajgce atomy azotu'81920;
Hamowanie wzrostu komorek 52-58 linii komorkowych nalezacych do 9
typow réznych nowotworéw ludzkich w zakresie Glsp: 0,1 — 75,8 uM™®
Cl S
j@[ H N R? Zwigzek zawierajacy podstawniki R = 4-F-CsHs-NHCO, X = O, R? = H
R > S:\N—</X wykazal znaczaca selektywnos¢ wzgledem linii niedrobnokomorkowego
070 raka phic (NCI-H522) i biataczki (SK-Mel-2) — Gls; = 0,1 pM;
R' = Me, PANHCO, 4-F-C¢H,-NHCO, CN TGI: 0,5-0,6 pM™®
X=0,8
R?=H, Cl
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cl S O Hamowanie wzrostu komorek 13 linii komérkowych nalezacych do 8 typow
réznych nowotworéw ludzkich w zakresie Glsp: 1,9-3,0 uM*®

R
g Selektywne hamowanie wzrostu komorek HeLa (ICso = 19 uM). Zwiazki
nie wykazywaty toksycznosci w komoérkach zdrowych (HaCaT) oraz

H H
Me:ijo:/ s g\f N KO)@ indukowaty apoptoze w komérkach HeLa®
N, N/

R! = 4-OMe-C¢H,, 6-chlorobenzo[d][1,3]dioksol-5-yl

Cl

IV.  N-Acylobenzenosulfonamidy32:

Hamowanie wzrostu komorek 50 linii komorkowych nalezacych do 9 typow

Cl S
S
Oﬁ H YQ réznych nowotwordw ludzkich w zakresie Glso: 2,02-7,82 uM*?
<\ I O//S\\O
N-N 0

O Hamowanie wzrostu komoérek MCF-7, HelLa i HCT-116 (procent
hamowania przy stezeniu 100 uM odpowiednio 56%, 93% i 85%)%

H
_N Me
e O//S\\Oj)]/

V.  6-Chloro-1,1-diokso-1,4,2-benzoditiazyny??:

R =Me Hamowanie wzrostu MCF-7 i HCT-116
Me A S ] NO; (IC50 =15 uM i 16 pM, odpowiednio)
cl S__N_ = r= —Q\j
ONT A
N
< R =C(0O)OMe
R O’/S\\O © Selektywne hamowanie wzrostu HeLa

(ICs0=10 uM )

Ar=2,5-diOH-C4H,

Istotng cechag potencjalnych $rodkéw przeciwnowotworowych jest selektywny
mechanizm dziatania, ktory pozwala wplywa¢ na metabolizm, wzrost 1 $mier¢ komorek
nowotworowych, oszczedzajac jednoczesnie komorki zdrowe. Jedng ze strategii pozwalajacych
na wyselekcjonowanie potencjalnie bezpiecznych chemoterapeutykoéw jest poszukiwanie
inhibitorow izoform hCA IX i hCA XlI anhydrazy weglanowej (hCA)?'?*, enzyméw
ulokowanych transbtonowo o znikomej ekspresji w komorkach zdrowych 1 znacznej
nadekspresji w komorkach nowotworowych. Fizjologiczng rolg anhydrazy weglanowej jest
utrzymanie wtasciwego pH w komorkach i ich otoczeniu. W komoérkach nowotworowych

natomiast, nadekspresja i zwigkszona aktywnos$¢ specyficznych izoform hCA 1X i hCA XII jest
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kluczowa dla ich adaptacji do warunkow efektu Warburga (glikolizy tlenowej) i ograniczonej
podazy tlenu. Nalezy w tym miejscu zaznaczy¢, ze w przeciwienstwie do komorek
prawidlowych, komorki nowotworowe preferuja oddychanie beztlenowe, wykorzystujac
proces glikolizy tlenowej jako podstawowe zrodto energii. Tym samym, rola izoform hCA IX
I hCA XIlI w komoérkach nowotworowych jest niezwykle istotna, zwlaszcza w procesach
zwigzanych z ich przetrwaniem oraz regulacja proliferacji, migracji, wzrostu, adhezji

| pH23252627,

Dotychczas, w zaleznos$ci od mechanizmu inhibicji, wyrdzni¢ mozna pigc¢ réznych grup

inhibitoréw anhydrazy weglanowe;j®:

. Inhibitory wigzqce kofaktor — atom cynku znajdujacy si¢ w kieszeni utworzonej przez
cz¢$¢ biatkowa enzymu. Jest to najpowszechniej wystepujacy mechanizm dziatania
charakterystyczny dla pierwszorzedowych sulfonamidow, ktére w tej grupie
inhibitorow stanowig najliczniejszg i najlepiej scharakteryzowana klase zwigzkow.
Szereg z nich stosowanych jest obecnie w praktyce klinicznej w leczeniu rdéznego
rodzaju schorzen. Do inhibitoréw wigzacych atom cynku zaliczany jest takze
SLC-0111, ktory obecnie znajduje si¢ w fazie I i Il badan klinicznych jako zwigzek
przeciwnowotworowy®%,

Il.  Inhibitory kotwiczgce do koordynujgcej atom cynku czgsteczki wody. Do tej klasy
zaliczane s3 m.in. fenole, poliaminy, zhydrolizowane sulfokumaryny czy
2-tioksokumaryny30:31.32:33,

I11.  Inhibitory zamykajgce wejscie do centrum aktywnego enzymu. Mechanizm ten
wykazuja kumaryny 1 jest on podobny do mechanizmu charakterystycznego dla
aktywatoréw anhydrazy weglanowej3*353,

IV.  Inhibitory wigzgce si¢ poza centrum aktywnym enzymu. Dotychczas do tej klasy
enzymow zakwalifikowano tylko jedng grupe zwigzkow — pochodne aromatycznych
kwasow karboksylowych wiazace sie w kieszeni sgsiadujacej z miejscem aktywnym?®’.

V. Inhibitory o niescharakteryzowanym dotgd mechanizmie dziatania. W tej klasie
inhibitoréw znajduja si¢ m.in. drugo- i trzeciorzedowe sulfonamidy>®*°*°, inhibitory
kinazy tyrozynowej* i fulereny*2.

Nalezy w tym miejscu zaznaczy¢, ze potencjalne wykorzystanie inhibitoréw anhydrazy

weglanowej w lecznictwie nie odnosi si¢ jedynie do terapii przeciwnowotworowej. Srodki takie

jak acetazolamid, etoksyzolamid czy metazolamid od lat wykorzystywane sa jako leki
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diuretyczne, a ich mechanizm zwigzany jest wlasnie z hamowaniem aktywnos$ci anhydrazy
weglanowe;.

Najwigkszym problemem w poszukiwaniu nowych lekow przeciwnowotworowych
o mechanizmie dziatania zwigzanym z hamowaniem aktywnos$ci anhydrazy weglanowej jest
selektywna inhibicja specyficznych izoform hCA 1X i hCA XI11%. Liczne badania wskazuja, iz
silnymi inhibitorami anhydrazy weglanowej, charakteryzujacymi si¢ jednocze$nie wigkszym
powinowactwem do izoform hCA IX i hCA XIl, sg pochodne sulfonamidow
pierwszorzedowych modyfikowane przez wprowadzenie heterocyklicznych pierScieni
zawierajacych atom azotu lub sulfonamidy drugo- i trzeciorzedowe (Rys.2)39-41:43:44.45.46.47
Co wigcej, wiele z tych zwigzkow wykazuje aktywno$¢ cytotoksyczng wobec komodrek
nowotworowych. Jednym z nich jest wspomniany wcze$niej SLC-0111, dla ktorego badania
Kliniczne | fazy w leczeniu zaawansowanych guzéw litych wykazujacych nadekspresje
hCA 1X / hCA XII zakonczyty si¢ sukcesem w 2016 roku®. Obecnie zwigzek ten skierowany
zostal do badan klinicznych fazy I1.

©

Me S

H,Cs_Cl Me o~ O
050 To o F H e |
HQCVN: 2 5% N OYN NPLN Nz
S \
a H cl ‘o R N N A o NH, N _NH
NH, NH, R K@\ S0 o’/S:\ s{ 2

o 8} 0”0
hCALIX = 623 CHz2 heAlIx = 92,89 )
hCAIXII = 58,63 hCAU/XII = 85,23 hCAIVIX > 1000%° R hCAIVIX > 100% hCAIVIX = 45,4%7 hCAII/IX = 47,74
hCAII/IX = 57,5%° hCAII/IX = 68,2 hCAIUXIT > 1000>° hCAIVXII > 100% hCAIUXII = 4147 hCAII/XII = 5347
hCAII/XII = 543 hCAII/XII = 62,6%°
b h
o=8-NH; 0=8-NH, e
|
s ﬁ,Me y ﬁ‘,Me
R OMe N X l N X l
N| OMe HoN @N §7° HNGi @N °
S 0”0 HN"G 0”0 HN"G
! OMe hCAI/IX = 156,44 hCALIX = 143,145
F hCAIIX = 161,1% hCAL/XII > 1250% hCAIVIX = 10,44 hCAII/IX = 9,74
hCAI/IX = 177,04 hCAII/XII = 223,84 hCAI/XII = 214,64 hCAI/XII =221,75%
hCAI/XII = 14,2% hCAIIXII = 15,04

Rysunek 2. Wybrane inhibitory anhydrazy weglanowej, charakteryzujgce si¢ selektywnoscig wobec
izoform hCA IX i/lub hCA XII

W  projektowaniu nowych zwigzkow wykazujacych aktywnos$¢ biologiczng
wykorzystywanych jest szereg strategii. Jedng z nich jest modyfikacja czasteczek o okres§lonej
aktywno$ci poprzez wprowadzenie fragmentdéw uznanych za istotne w modulowaniu
wlasciwosci biologicznych. W przypadku aktywnosci przeciwnowotworowej do takich struktur
zaliczane sg m.in. fragment hydrazonu, grupa aryloetynylowa czy tez pierScienie

heterocykliczne zawierajace atomy azotu.
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Zwiazki z ugrupowaniem hydrazonu wykazuja szereg kierunkow aktywnosci
biologicznej. Znajdujemy wsrod nich m.in. pochodne o dziataniu przeciwmalarycznym,
przeciwdrobnoustrojowym, przeciwwirusowym, przeciwpasozytniczym oraz
przeciwnowotworowym?®8. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze dzialanie przeciwnowotworowe
pochodnych zawierajacych w strukturze fragment hydrazonu moze odbywac si¢ na drodze
réznych mechanizmoéw dziatania, wérod ktorych wyrdézni¢ mozna wytworzenie rodnikow
i zmiana potencjatu blony mitochondrialnej*®, aktywacje prokaspazy-3°°:>! lub hamowanie
ekspresji biatka NF-kB°?. Niejednokrotnie aktywno$¢ przeciwnowotworowa hydrazonow
wigzana jest z ich wlasciwos$ciami chelatujagcymi jony metali grup przejsciowych tj. miedz,
cynk czy zelazo*03%4,

Wigzanie potrojne jest powszechnie wystepujacym elementem strukturalnym
w zwigzkach przeciwnowotworowych pochodzenia naturalnego®. Ze wzgledu na geometrie
wynikajaca z hybrydyzacji sp atomu wegla, pelni ono istotng funkcje w oddziatywaniach
czasteczki z receptorem. W przypadku zwigzkéw syntetycznych wigzanie potrdjne czesto
wystepuje jako fragment aryloetynylowy R—C=C-Ar, identyfikowany jako niezbgdny do
wystgpienia aktywnosci cytotoksycznej®®®"%8. W¢rod celi molekularnych okreslonych dla
pochodnych zawierajacych omawiany szkielet R—C=C—Ar wyr6zni¢ mozna m.in. kinazy PI3K,
PDK1 i mTOR hamowane przez 3-etynylo-1H-indazole®® czy tez polimeraze
poli(ADP-rybozy) PARP-1, ktorej aktywnos$¢ zostaje zahamowana w wyniku oddziatywania
z chinolino-8-karboksyamidami®’. Interesujagcy mechanizm dziatania zidentyfikowano dla
3-diaryloetynochinazolinonéw, ktére hamujg tankyrazg-1 (PARP-5), co prowadzi do
uszkodzenia DNA. Zwiazki te zwickszaja wigzanie biatka TRF1 do telomeréw i powoduja ich
skrocenie oraz indukuja aktywno$¢ biatek p53, p21, p16, TRF1 i POT1, odgrywajacych istotng
role w procesie starzenia si¢ komorki®®. W literaturze postuluje sie, ze aktywnos¢ biologiczna
zwigzkow zawierajacych ugrupowanie R—C=C—Ar wynika z tego, iz stanowi ono sztywny,
sprzezony uklad m-elektronowy umozliwiajacy przyjecie przez czasteczke konformacji
niezbednej do wiazania sie z okre§long kieszenig celu molekularnego w komorce™.

Uktady heterocykliczne zawierajace atomy azotu stanowig najliczniej wystepujace
fragmenty strukturalne matoczasteczkowych lekéw®®. Taki stan rzeczy mozna przypisaé
biologicznym wiasciwosciom naturalnie wystepujacych heterocykli, ktore petnig znaczacg role
w reakcjach metabolicznych komorki. W przypadku lekéw przeciwnowotworowych,
wbudowanie fragmentéw cyklicznych ma na celu zaburzenie rownowagi biologicznej poprzez
nasladowanie naturalnych ligandéw i/lub substratow. Co wigcej, pierscienie heterocykliczne

moga wptywac na wzrost aktywnosci lub selektywnos$ci zwigzku, a takze na jego parametry
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farmakokinetyczne i farmakodynamiczne wskutek zmiany lipofilowosci, polarnosci lub
rozpuszczalnosci w wodzie®62,

Celem badan stanowigcych podstawe niniejszej habilitacji bylo opracowanie metod
syntezy i izolacji zwigzkow benzenosulfonamidowych modyfikowanych przez wprowadzenie
fragmentow poliazotowych o istotnym znaczeniu terapeutycznym oraz okreslenie profilu ich
aktywnos$ci biologicznej. Wséréd zwiazkéw opisanych w Autoreferacie wyrdzni¢ mozna
nastepujace typy struktur:

I.  Pierwszorzegdowe 2,4-dichlorobenzenosulfonamidy zawierajgce w  pozycji 5

ugrupowania poliazotowe (zwiazki serii 1-4; praca P1).

cl cl cl cl cl cl cl cl
o) Y o)
JU R n, R R NH, N nH, L NH
RN o0 NN o0 N o">%0 RN "0
(¢} o] \yx
1 2 R 3

4

Il.  Benzenosulfonamidy zawierajgce ugrupowanie N-chinazolinowe (zwigzki serii 5; praca P5).

I1l.  Benzenosulfonyloguanidyny zawierajace sprzezony uktad m-elektronowy typu
R—C=C-Ph (zwiazki serii 6; praca P3).

V. 6-Chloro-1,1-diokso-1,4,2-benzoditiazyny modyfikowane w pozycjach 3 i 7

ugrupowaniami poliazotowymi (zwiazki serii 8; praca P2).

12
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Projektowanie struktur oparto o strategie wykorzystujaca taczenie kilku waznych
biologicznie fragmentow w jednym zwigzku, zawierajacym jako element bazowy szkielet
benzenosulfonamidowy. W serii 2,4-dichlorobenzenosulfonamidow (seria zwigzkéw 1-4;
grupa 1) modyfikacje strukturalne objelty wprowadzenie fragmentu hydrazynokarbonylowego
lub semi/tiosemikarbazydowej, pierscieni triazolu, oksadiazolu oraz tiadiazolu czy tez uktadow
zawierajacych pierscienie morfoliny, piperazyny i indolu, struktur zdefiniowanych jako wazne
fragmenty farmakoforowe wielu lekow matoczasteczkowych. Ze wzgledu na obecnosc
pierwszorzedowej grupy sulfonamidowej zwiazki te skierowano do badan oceniajacych ich
zdolno$¢ hamowania aktywnosci ludzkiej anhydrazy weglanowej (hCA).

Badania aktywnosci biologicznej zwigzkow sklasyfikowanych jako grupy I11-V
dotyczyly wpltywu zwigzkéw na wzrost linii komérkowych nalezacych do roznego typu
nowotworéw ludzkich. Oceny aktywnosci cytotoksycznej zwiazkoéw serii 8 (grupa V)
dokonano wcze$niej w ramach badan prowadzonych w zespole naukowym kierowanym przez
prof. dr hab. Jarostawa Stawinskiego. Oryginalne pochodne o strukturze opartej o szkielet
benzenosulfonamidowy, zaprojektowane jako potencjalne chemoterapeutyki, obejmuja
zwigzki serii 5-7 (grupy II-1V). W projektowaniu struktur 2-alkilotio-N-(chinazolin-2-
ylo)benzenosulfonamidow 5 (grupa I1) uwzgledniono farmakoforowe wiasciwosci fragmentu
chinazolinowego, obecnego w wielu nowych lekach przeciwnowotworowych
o zroznicowanym mechanizmie dzialania. Wsrdd nich wymieni¢ mozna lapatinib, erlotinib,
gefitinib i afatinib hamujace receptory EGFR®36455 cedirinib — antyangiogeniczny inhibitor
VEGFR % c¢zy barasertib — inhibitor kinaz aurora ® . W serii pochodnych
2-(2-alkilotiobenzenosulfonylo)-3-(fenyloprop-2-ynylidenoamino)guanidyny 6 (grupa 1)
wprowadzono ugrupowanie hydrazonowe zmodyfikowane na atomie azotu przez sztywny szkielet
fenyloetynylowy. Z kolei struktury N'-(2-alkilotio-4-chloro-5-metylobenzenosulfonylo)-1-(5-
fenylo-1H-pirazol-1-ylo)amidyny 7 (grupa V) zaprojektowano w oparciu 0 wysokg aktywno$¢
cytostatyczng analogicznych pochodnych opracowanych w ramach badan Katedry i Zaktadu
Chemii Organicznej GUMed, ',

W celu okreslenia potencjatu terapeutycznego, wybrane pochodne skierowano do oceny
ich stabilnosci metabolicznej in vitro. Parametr ten, zwigzany zaréwno z biodostgpnoscia
jak 1 ryzykiem wystgpienia dziatan ubocznych, wyznaczono dla zwigzkéw grup I1-1V na

modelu uwzgledniajacym reakcje I fazy metabolizmu z wykorzystaniem ludzkich liposomow
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watrobowych i kofaktora NADPH. Podj¢to rowniez probg wyznaczenia ilosciowej zalezno$ci
struktura-aktywnos$¢ (QSAR) w oparciu o uzyskane wyniki badan aktywnosci cytotoksycznej
pochodnych grup HI-111 i V. W wyniku szeregu obliczen komputerowych okreslono, ktore
deskryptory molekularne odpowiadaja za efekt cytotoksyczny. Na tej podstawie wyznaczono
modele QSAR, charakteryzujace si¢ wysoka moca predykcyjng i pozwalajace przewidzie¢

wlasciwosci cytotoksyczne zwigzkow.

4.3.2. Omowienie wynikow
4.3.2.1. Benzenosulfonamidy jako inhibitory ludzkiej anhydrazy weglanowej.

Bazujac na danych literaturowych wskazujacych, ze najliczniejsza grupe inhibitoréw
ludzkiej anhydrazy weglanowej stanowia pierwszorzgdowe arylosulfonamidy, zaprojektowano
seri¢ pochodnych 2.4-dichlorobenzenosulfonamidu jako zwigzkéw hamujacych aktywnosé
hCA. Wyniki tych badan opublikowano w pracy P1. Struktury zsyntetyzowanych zwiazkoéw

modyfikowano w pozycji 5 pier§cienia, uzyskujac nastepujace szeregi pochodnych:

» 2,4-dichloro-5-(2-R-hydrazynokarbonylo)benzenosulfonamidy la-d

cl cl
o)
)J\ H NH R = Ph, 4-CI-CgHy4,4-Me-CgHy4, 2-furyl
RN’ >si . 2
H 0”0

o)
» N-(2,4-dichloro-5-sulfamoilobenzoilo)-N"-R-semi-/tiosemikarbazydy 2a-c

v cl cl
H R = Ph, 4-Cl-CgHs; Y = S
R‘NXN’N\[;QZS/\N% R=4-Me-CgH4-SO2; Y = O
H H O/ \O

> 24-dichloro-5-(5-R-1,3,4-oksa-/tiadiazol- lub triazol-2-ylo)benzenosulfonamidy 3a-j

Cl Cl R = Ph, 4-Cl-CgH4; X = NH
R= H, Me, Ph-NH, 4-CI-CgH,-NH, Ph,
N ﬁ/NHz 4-Cl-CgHy, 4-Me-CgHy; X = O
N 0“0 R=Ph;X=S

\fx

R

» 2,4-dichloro-5-[(karbamoilo)amino]benzenosulfonamidy 4a-i

Ph-NH, 4-Cl-CgHs-NH,4-(NH,S05)-CgHa-NH,

Cl Cl
0 II Ph-CHy-NH, Ph-CHy-O-NH-, Ph-CO-NH-NH,
R =
NH
L
H

= o]
B N-N* N o] N%
S oh ISE RSOV S

Powyzsze zwigzki uzyskano metodami opracowanymi w zespole Katedry i Zaktadu Chemii
Organicznej GUMed, w Kkilkuetapowych procesach, poczawszy od reakcji kwasu

2,4-dichloro-5-sulfamoilobenzoesowego (P1-1) z chlorkiem tionylu. Uzyskany zwigzek P1-11
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poddano dalej reakcji z odpowiednimi hydrazydami prowadzacej do produktéw koncowych —

pochodnych 2,4-dichloro-5-(2-R-hydrazynokarbonylo])benzenosulfonamidu 1a-d.

_w. = R
cl cl Cl cl o Cl Cl 1a 2-furyl
SOCIy/A RCO(NHNH;) )J\ H 1b Ph
HO g NH2 cl sV T EgNTHE R™ONN ssWfz 1o aciCos
070 0) (0) H [e) [e) 1d  4-Me-CgHy

O p1.g O p1u fpok. O 1ad

Przeksztatcenie chlorku (P1-11) w 2,4-dichloro-5-sulfamoilobenzhydrazyd (P1-111)
i dalsza reakcja z izotio- lub izocyjanianami pozwolita z kolei na uzyskanie zaplanowanych

pochodnych N-(2,4-dichloro-5-sulfamoilobenzoilo)-N"-R-semi-/tiosemikarbazydu 2a-c.

cl cl 1. MeOH/A cl cl cl cl Zw. RY
2. Et3N/H,0 H RNCY J\ H iz Ph S
——— N NH, ————R. N _NH 4CICH, S
cl O/SigHz 3..99% NHzNH, « H,0 HoN oS5, EWNTHE T TONTON S0 26 4Me-CaHiS0; O
b !
O P1-I EloRA O ptit pok O 2ac

W zaleznosci od struktury, zwigzki 3a-j otrzymano w wyniku przeksztatcen zwigzkow

1b-d, P1-111 oraz 2a-b zaprezentowanych na ponizszym schemacie:

S
MeO P-s
Cl Cl LRITHF/tyox. (3a) . Oé,ﬁ .
i lub éO
R)L N~ N SZ NH, SOCI,/A (3b-d) Odczynnik Lawessona
h Zw. X R
3a s Ph
cl cl RC(OEt)s/AcOH/A (3e-f) cl cl 3b o o
N lub 3¢ o 4-CI-CgHy
_N _NH, N _NH, 3d e} 4-Me-CgHy
H2N o0 RC(OEt)NHeHCI/DBU/MeOH/A (3g-h) NS 5% e 9 l
O p1n X 304 VRS -
3g  NH Ph
R 3h  NH 4-Cl-CeHy
3i o Ph-NH
i HCl : . ’ 3 O  4-ClCeHaNH
R\N)LN,N NH, TSCUPYMeCN/A (3i-)
O 2ab

Zwigzek 3a zawierajacy pierscien 1,3,4-tiadiazolu uzyskano w wyniku tionowania
ugrupowania diacylohydrazynowego pochodnej 1b. W pierwszym etapie reakcji, pod
wplywem odczynnika Lawessona (ang. Lawesson’s reagent, LR), dochodzi do utworzenia
nietrwalego produktu posredniego — mono- badz ditiokarbonylohydrazyny. W zaleznosci od
budowy produktu posredniego, ostateczna cyklizacja do pozadanego zwiazku 3a nastgpuje
w wyniku dalszego odwodnienia lub odsiarkowodorowania. Zwiazki 3b-d zmodyfikowane
przez wprowadzenie pier§cienia 5-arylo-1,3,4-oksadiazolu uzyskano, z kolei, po odwodnieniu
pochodnych 1b-d, zachodzacego pod wplywem ogrzewania z chlorkiem tionylu.

Pochodne  benzenosulfonamidu 3e-h  otrzymano  stosujac  jako  substrat
2,4-dichloro-5-sulfamoilobenzhydrazyd (P1-111). Zwigzki 3e-f uzyskano wykorzystujac metode

opracowang wczesniej w Katedrze i Zakladzie Chemii Organicznej'®. Z kolei cyklizacja
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hydrazydu (P1-111) do pochodnej triazolu modyfikujacego struktury 3g-h nastgpowata
w wyniku przeprowadzenia reakcji z odpowiednim benzimidanem etylu w obecnosci DBU
(1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en).

Zwigzki 3i-j, zréznicowane w pozycji 5 uktadami 5-amino-1,3,4-oksadiazolu,
zsyntetyzowano z wykorzystaniem desulfuryzacji tiosemikarbazydow 2a-b, zachodzacej pod
wplywem chlorku 4-toluenosulfonylu (zw. chlorek tosylu, TsCl) w §rodowisku pirydyny (Py).

Ostatni typ struktur 4a-i zaprojektowanych jako inhibitory hCA, bedace pochodnymi
mocznika, uzyskano wychodzac z 2,4-dichloro-5-sulfamoilobenzhydrazydu (P1-111). Poczatkowo
reakcja hydrazydu (P1-111) z kwasem azotowym(lll) prowadzi do odpowiedniego azydku,
ktory dalej, w wyniku przegrupowania Curtiusa, przeksztalca si¢ w izocyjanian
(P1-1V). Ostateczne produkty 4a-i sag wynikiem reakcji izocyjanianu (P1-1V) z pierwszo- badz
drugorzedowymi aminami.

cl cl cl cl cl cl
\ 0
H 1. NaNOJHCI \ RH / bezw. toluen il j@[
N ~NH T _NH —_—
HoN 555 OCN” 7 s 2 A RTON SsVHe

2. bezw. toluen/A

“30 0”0 070
O ptin P1-IV 4a-i
Zw.: 4a 4b 4c 4d 4e 4f 4g 4h 4i
SN S x
R= Ph-NH  4-CLCgHsNH  (4-H,NSO,)-CeHsNH  Ph-CHyNH  Ph-CHyO-NH  Ph-CO-NH-NH H @4 N ¢ O

Dwadziescia sze$¢ nowych pochodnych skierowano do badan aktywnosci inhibicyjnej
wobec izoform ludzkiej anhydrazy weglanowej hCA I, hCA 11, hCA IX oraz hCA XII,
w ramach wspolpracy naukowej z zespolem badawczym kierowanym przez
prof. Claudiu T. Supurana. Jako zwiazki referencyjne wykorzystano stosowane klinicznie
inhibitory hCA acetazolamid (AAZ), metazolamid (MZA), -etoksyzolamid (EZA),
dichlorofenamid (DCP) oraz indisulam (IND). Podobnie jak AAZ, MZA czy DCP testowane
zwiazki nie wykazaty zdolno$ci hamowania aktywnosci hCA | (Rys. 3).
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b 3¢ 3d 3e 3f 3g | 3h 3 3 da db dc  dd

AAZMZAEZADCP IND 1a 1b 1c¢ 1d 2a 2b 2¢ 3a 3 d4¢  4f 4d4g 4dh  di

=hCAIl | 12 14 8 38 15 135 24 10,1 25 123 87 63 68 28 151 29 13,1 8,7 47 | 54 41 33 44 39 69 57 40 79 84 115 164
hCAIX | 25 27 34 50 24 39 102 48 55 31 27 153 13,6 132 109 47 31 28 97 66 138 151 7 71 158 21,7 189 125 26 38 76
=hCAXIN 57 34 22 50 34 47 5 27 81 24 30 84 54 8 136 82 76 63 125 89 71 64 28 43 36 23 33 24 32 44 95

Rysunek 3. Wartosci Ki w serii pochodnych la-d, 2a-c, 3a-j oraz 4a-i wzgledem hCA 11, hCA IX oraz
hCA XIlI.

Szczegolnie interesujace wyniki uzyskano natomiast w testach oceniajacych zdolno$¢
hamowania aktywno$ci izoform hCA IX oraz hCA XII, powigzanych z procesem
nowotworowym. Nalezy w tym miejscu zaznaczy¢, ze z punktu widzenia terapii wazniejsze od
samej wartosci statej inhibicji jest selektywne hamowanie aktywnosci izoform hCA IX i/lub
hCA XII (Rys. 4-5). Selektywnos¢ ta wyraza si¢ jako stosunek wartosci Kjdla hCA 11 do K, dla
hCA 1X i/lub hCA XIlI.

Stosunkowo stabg zdolno$¢ hamowania aktywnosci izoform IX i XII, w poréwnaniu do
pozostatych serii, wykazaty zwigzki 2a-c (Rys. 3). Na uwagg zastuguje jednak fakt, iz warto$ci
statej inhibicji dla izoform hCA IX oraz hCA XII byty porownywalne z uzyskanymi dla lekow
odniesienia, za$ obliczony wskaznik selektywnosci hCA 11 / hCA IX byt znaczaco lepszy dla
zwigzkow 2a-c (Rys. 4-5).

Pochodne wszystkich serii 1-4 (z wyjatkiem zw. 4i) odznaczaty si¢ wysokg aktywnoS$cia
wzgledem hCA IX (Rys. 3), przy czym zwiazki 2a-b oraz 4g-h wykazaty aktywnos$¢ zblizong
do lekow referencyjnych. Wartosci K; pozostatych benzenosulfonamidow byly znaczaco nizsze
od lekow referencyjnych i miescity si¢ w zakresie 2,8 — 18,9 nM (K dla lek. ref. 24 — 50 nM).
Zwiazki 1a, 1c-d, 3d-h oraz 4a-b charakteryzowatly si¢ warto$ciami statej inhibicji K; <10 nM.
Co wiecej, zwigzki nalezace do wspomnianych serii odznaczaty si¢ wyzszg selektywnos$cig
hCA 11 / hCA IX (1,38 — 8,18) w porownaniu z lekami referencyjnymi (0,23 — 0,76; Rys. 4-5).

Istotne hamowanie aktywnosci izoformy hCA XII stwierdzono dla pochodnych serii 1
I 3 (Rys.3). Zwigzki te wykazaty wartosci Kj zblizone do uzyskanych dla lekow referencyjnych
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(Ki w zakresie 2,7 — 8,1 nM dla la-d oraz 54 — 13,6 nM dla 3a-j w poréwnaniu
z Kiaaz = 5,7 nM, Kimza = 3,4 nM, Kigza = 22 nM, Kipce = 50 nM i Kino = 3,4 nM).
W przypadku serii 4 zawierajacej ugrupowanie mocznikowe tylko zwiagzki 4a-c odznaczaty si¢
wysoka inhibicjg hCA XII (K = 2,8 nM, 4,3 nM oraz 3,6 nM, odpowiednio dla 4a, 4b i 4c).
Nalezy jednak podkresli¢, ze w pordwnaniu z najbardziej aktywnymi wobec hCA XII
inhibitorami  referencyjnymi, tj. AAZ, MZA i IND, dziewig¢ =z opisanych
w P1 benzenosulfonamidéw, nalezacych do wszystkich serii 1-4, charakteryzowalo si¢ wyzsza

selektywnoscig wzgledem hCA XII niz hCA 1I (Rys. 4-5).

H (4a). CI (4b)

R=

L
X (o]
4-Me-CgHy (3d), H (3e). Me (3f)

R= 4-Me-

Ph (3g), 4-CI-CgHj (3h)
0 (3d-F), NH (3g-h)

X

S (2a-b), O (2c)

R = Ph (2a), 4-Ck-CgH; (2b), 4-Me-CgHy-S0; (2¢)

= 2-furyl (1a), 4-CI-CgHj (1¢), 4-Me-CgH (1d)
Y

R

AAZ MZA EZA DCP IND 1la le 1d 2a 2b 2¢ 3d 3e 3f 3g 3h 4a 4b

Rysunek 4. Indeks selektywnosci wzgledem hCA IX wybranych zwiqzkéw serii 1-4.

Cl
S
O
H (da), CI (4b)

R

NH,
0
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255

R = Ph (2a), 4-Me-C5H.-SO; (2¢)

Y = S (2a). O {2¢)

S (3a). NH (3h), O (3i-j)

N
R

N
}x

4-Cl-CoH.-NH (3j)

cl
(e}
R= 4-Me-CgH (3d), H (3e), Me (3)

X=

AAZ MZA EZA DCP IND 1b 2a 2c 3a 3h 3i 3j 4a 4b

Rysunek 5. Indeks selektywnosci wzgledem hCA XII wybranych zwigzkow serii 1-4.
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4.3.2.2. Benzenosulfonamidy wykazujace aktywnos$¢ cytotoksyczng wzgledem
komorek nowotworowych

4.3.2.2.1. Synteza zwigzkow

Synteza pochodnych N-(chinazolin-2-ylo)benzenosulfonamidu

W kolejnym etapie badan skoncentrowano si¢ na syntezie zwigzkéw o spodziewanej
aktywnosci przeciwnowotworowe;j. Projektujac  struktury  serii pochodnych
2-alkilotio-N-(chinazolin-2-ylo)benzenosulfonamidu 5a-p uwzgledniono farmakoforowe
ugrupowanie chinazoliny. Docelowe zwigzki 5a-p zsyntetyzowano wykorzystujac reakcje soli
monopotasowych P5-la-h z 2-aminoacetofenonem lub 2-aminobenzofenonem. Reakcja
przebiegata jednoetapowo z wytworzeniem produktu addycji grupy aminowej do wigzania
C=N A, ktory dalej ulegal samorzutnej cyklizacji do produktow koncowych 5a-p,
z wydajnoscig 30 — 61 %. Niewatpliwa zaleta opracowanej metody jest zar6wno szybki
przebieg reakcji (3,5 — 5 h) jak rowniez stosunkowo latwy proces izolacji, obejmujacy

ekstrakcje wrzacym etanolem badz krystalizacje osadu wytragconego z mieszaniny reakcyjne;.

r ~ o R? R2
o S R? cl S cl S
@[ K R? = Me, Ph @[ . . I;[ "
e
N AcOH, A N N - N N
R’ >SZ_"CN R’ >S< R’ >SL X
075 © O/S\OT( o/s\o\ﬁ
P5-la-h A (’;‘ﬂ Sap NN F
R3 R3
Zw. R' R? R3 Zw. R R? R®
5a Me Ph Me 5i  PhNHCO Ph Me
5b Me Ph Ph 55 PhNHCO Ph Ph
5¢c Me 6-Cl-benzo[d][1,3]dioksol-5-yl Me 5k 4-Cl-CgH;NHCO CONH; Me
5d Me 6-Cl-benzo[d][1,3]dioksol-5-yl Ph 51  4-Cl-CgH4NHCO CONH; Ph
5e Me CONH, Me 5m  4-Cl-CgH4NHCO Ph Me
5f Me CONH, Ph 5n  4-Cl-CgH4NHCO Ph Ph
59 Me COOEt Me 50 4-Me-CgHNHCO  Ph Me
5h Me COOEt Ph 5p 4-Me-CeH,NHCO ~ Ph Ph

Zsyntetyzowane zwiazki 5a-p scharakteryzowano za pomocag spektrometrii HRMS,
spektroskopii IR, *H NMR, *C NMR oraz analizy elementarnej, ktore to metody potwierdzity
struktury zaprojektowanych pochodnych 2-alkilotio-N-(chinazolin-2-ylo)benzenosulfonamidu
5a-p. W widmach H NMR wszystkich zwigzkéw zidentyfikowano dwa charakterystyczne
sygnaty pochodzace od protonow grup sulfonamidowej oraz metylotiolowej. Ostry singlet
zintegrowany na dwa protony odpowiadajacy protonom grupy S-CH2-R? pojawia sie przy
wartosciach przesunigcia chemicznego 3,66 — 4,39 ppm. Z kolei poszerzone singlety
przyporzadkowane protonom grupy sulfonamidowej Ar-SO2-NH-Ar zwigzkow 5a-p widoczne
sg W zakresie 12,50 — 13,75 ppm. Wsrod charakterystycznych sygnalow zidentyfikowaé mozna
takze protony grupy metylowej zwigzkow 5a-h, widoczne jako singlet o integracji 3 w zakresie
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2,20 — 2,41 ppm, oraz protony przylaczone do atomu azotu grupy karbamoilowej w zwigzkach

5i-p, pojawiajace si¢ jako singlet zintegrowany na jeden proton w zakresie 10,48 — 10,77 ppm.

Synteza pochodnych 2-(benzenosulfonylo)-3-(fenyloprop-2-ynylidenoamino)guanidyny

Pochodne 2-(2-alkilotiobenzenosulfonylo)-3-(fenyloprop-2-ynylidenoamino)guanidyny 6a-x
zawierajg w strukturze wazne farmakofory, tj. ugrupowanie hydrazonu oraz fragment
etynyloarylowy. Projektujac syntez¢ zwigzkow 6a-x  wykorzystano reaktywno$é
1-amino-2-(2-alkilotio-4-chloro-5-metylobenzenosulfonylo)guanidyn P3-l11a-1 ze zwigzkami
karbonylowymi lub ich pochodnymi. Niezbedne substraty P3-11a-1 uzyskano w wyniku reakcji
soli  monopotasowych P3-la-l z chlorowodorkiem hydrazyny. Dalsze reakcje
zwigzkéw P3-1l1a-1 z pochodnymi karbonylowymi prowadzity do pozadanych produktow
koncowych 6a-x zréznicowanych podstawnikami R2. Podstawienie atomem wodoru uzyskano
w reakcji guanidyn P3-1la-1 z (3,3-dietoksyprop-1-yn-1-ylo)benzenem, z kolei wprowadzenie

grupy metylowej umozliwita reakcja z 4-fenylobut-3-yn-2-onem.

— O-Et
R! R! \i /: T o-mt R?
r ( PTSA, EtOH, A r
Cl S NH,NH,#HCI C|:©:S b CI:@iS R2
K D —— D —— e H
H o}
I I N toluen suchy N« NH N N. =
M S _."CN M S = M oSN °N
e 0% A & 50 T < >—4Me e 0T A
HN R2 = Me NH,
P3-la-1 P3-lia- NH, PTSA, EIOH, A 6a-x

Zw. R R? Zw. R’ R? Zw. R’ R?

6a ph H 6i  2-CF3-CeHy; H 6q  3-Cl-CgHy H
6b Ph Me 6] 2-CF3-CgH; Me 6r  3-CI-CgH, Me

6c 2-Me-CgHs H 6k 3-CF3-CgHs H 6s  4-Cl-CgHg4 H
6d 2-Me-CgHs; Me 6l 3-CF3-CgHs Me 6t  4-Cl-CgHy Me

6e 3-Me-CgHs; H 6m 4-CF;-CgH; H 6u  1-naftyl H
6f 3-Me-CgH,4 Me 6n 4-CF3-CgHy Me 6v  1-naftyl Me

6g 4-Me-CgHy H 60 2-Cl-CgHy H 6w  6-Cl-benzo[d][1,3]dioksol-5-yl H
6h 4-Me-CgH4 Me 6p 2-Cl-CgHy Me 6x 6-Cl-benzo[d][1,3]dioksol-5-yl Me

Przeprowadzone reakcje zachodzity z wysokimi wydajno$ciami, w wiekszos$ci
przypadkéw przekraczajacymi 70%. Produkty 6a-x izolowano wprost z mieszaniny reakcyjnej
a nastepnie oczyszczono metodg krystalizacji. Strukture zwigzkow ustalono z wykorzystaniem
metod spektroskopowych IR, *H i *C NMR, spektrometrii HRMS, analizy elementarnej oraz
analizy rentgenokrystalograficznej.

Ugrupowanie guanidynowe zwigzkéw 6a-X moze wystgpowaé¢ w formie kilku
mozliwych tautomeréw (P3). W widmach *H NMR wszystkich zsyntetyzowanych pochodnych
6a-x obserwowano 3 wyodrgbnione singlety, kazdy o integracji 1 protonu, co sugerowato,

iz rzeczywistg strukture reprezentuje odmiana B.
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R’ R
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R2

cl s(
Me Y N /S\O\n/ ﬁ(\ X
NH, NH2
A c

Biorgc jednak pod uwage, ze widma wykonane zostaly w roztworze (DMSO-dg), w ktorym
robwnowaga tautomeryczna moze by¢ odmienna niz w stanie statym, dokonano analizy
rentgenokrystalograficznej wybranych zwiazkéw 6c¢, 6j, 6g i 6r i stwierdzono, ze badane

zwiazki wystepujag w formie tautomeru A.

6¢ 6
Uzyskane wyniki badan rentgenokrystalograficznych pozwolily rowniez stwierdzi¢
istotne réznice w konformacji zwigzkow zroznicowanych podstawnikami w pozycji R2.
Zwiazki 6¢C i 60, zawierajace ugrupowanie metylowe (R?= Me), charakteryzuja sie znacznie
wickszym katem dwusciennym wyznaczonym przez plaszczyzny pierScieni szkieletu

benzenosulfonamidowego i pierécienia znajdujacego sie w pozycji RL.

= N .

P v . ] /
A s J 4 \ A | —
——= | / =\ i N \
— N — | TIee | L \
# / \

B N\ f e N A / P ¥ \
’ - \ ~_N | \
~ \, o N T~ - - B
[ Voo ~ ! ] /
6¢ 6q \/\ 6j )\r/J\ 6r

Ponadto, pochodne amidyny 6¢ i 6q (R? = Me) wykazuja znacznie mniejsza odlegltosé
miedzy pier$cieniem znajdujacym si¢ w pozycji 2 szkieletu benzenosulfonamidowego oraz

pier§cieniem reszty fenyloetynylowe;.

6¢ 6q 6j 6r

21



Zalacznik 2 | Autoreferat | Aneta Pogorzelska

Synteza pochodnych N'-(benzenosulfonylo)-1-(5-fenylo-1H-pirazol-1-ylo)amidyny

Synteze pochodnych N'-(2-alkilotio-4-chloro-5-metylobenzenosulfonylo)-1-(5-fenylo-
1H-pirazol-1-ylo)amidyny Ta-x zaplanowano wykorzystujac podatnos¢
a, f-alkynylohydrazonéw na reakcje elektrofilowej cyklizacji katalizowanej jonami miedzi(I)%.
Zaplanowane kierunki modyfikacji szkieletu benzenosulfonamidowego, uwzgledniajace
wprowadzenie pierScienia pirazolu, oparto na uzyskanych wczesniej w naszym zespole

wynikach aktywnosci cytotoksycznej podobnych zwigzkow'’.

R " 0 R
r 0=$ cl
Cl S 2 Cul (0,5 eq)/EtN (0,8 4 HoON
Y R ul (0,5 eq)/Et3N (0,8 eq) R1 N’N~ NN ¢ 20 % PTSA/MeCN N=
N, N Ar, MeCN, A st e o] TN/R[* N/
N _
Me S5 NN / /S\oY

Opisana w literaturze® cyklizacja a,f-alkynylohydrazonéw jest procesem
jednoetapowym, prowadzacym bezposrednio do pier§cienia pirazolu. Obserwowany przebieg
reakcji zachodzacych dla 2-(benzenosulfonylo)-3-(fenyloprop-2-ynylidenoamino)guanidyn 6a-x
byt jednak nieco odmienny i skutkowat, w pierwszym etapie, wytworzeniem trwalego zwigzku
kompleksowego Cu-7a-x, ktory dalej ulegal rozpadowi w warunkach kwasowych
z wytworzeniem docelowych produktow 7a-x. Strukture kompleksu ustalono na podstawie
analizy rentgenostrukturalnej krysztalu pochodzacego od produktu przejsciowego tworzacego
zwigzek 7J. Analogicznie jak dla serii 6a-x, analiza rentgenokrystalograficzna pozwolita takze
na okreslenie rzeczywistej formy tautomerycznej pochodnych 7a-x (P4), na podstawie

reprezentatywnych struktur 7u-v.

Kompleks Cu-7j 7u v

4.3.2.2.2. Aktywnos¢ cytotoksyczna

Zsyntetyzowane zwiagzki serii 5-7 skierowano do oceny aktywnosci cytotoksycznej
wobec panelu 60 linii komérkowych nowotwordéw ludzkich (prace P2 oraz P5), w ramach
wspolpracy z National Cancer Institute (NCI, Bethesda, USA), oraz wzglgdem trzech liniach
komorkowych raka piersi MCF-7, raka okrgznicy HCT-116 i raka szyjki macicy HelLa
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z zastosowaniem testu MTT (prace P3 — P5), we wspotpracy z dr Anng Kawiak
z Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG-GUMed,.
W serii pochodnych 2-alkilotio-N-(chinazolin-2-ylo)benzenosulfonamidu 5a-p,

zwigzki 5a-f i 5i-p zostaty zakwalifikowane do badan NCI w st¢zeniu 10 uM.

R2 R" = Me (5a-h), PhANHCO (5i-j), 4-Cl-CgH4NHCO (5k-n),

C ( 4-Me-CgH4NHCO (50-p)

O/S\OY p ot 50y Soom: a1 B
e 9 oo se o s o o

Najwyzszg aktywnosc¢ stwierdzono dla zwigzkow 5j, 5n i 5p (Rys. 6), ktore hamowaty
wzrost 12 linii komoérkowych nalezacych do siedmiu typéw nowotwordw ludzkich ze $rednig
wartoscig IGP odpowiednio 30,33%, 39,17% i 34,92% (IGP — procent hamowania wzrostu
komdrek nowotworowych). Najwyzsza wrazliwo$¢ na dziatanie 2-benzylotio-4-chloro-5-
fenylokarbamoilo-N-(4-fenylochinazolin-2-ylo)benzenosulfonamidu 5j wykazaly komorki
biataczki RPMI-8226 (IGP = 56%) oraz niedrobnokomoérkowego raka pluc A549/ATCC
(IGP =47%). Najwicksza skuteczno$¢ 2-benzylotio-4-chloro-5-(4-chlorofenylokarbamoilo)-N-
(4-fenylochinazolin-2-ylo)benzenosulfonamidu 5n w hamowaniu wzrostu komorek
zaobserwowano natomiast wzgledem linii niedrobnokomoérkowego raka pluc A549/ATCC
(IGP = 51%) oraz dwoch linii biataczki MOLT-4 (IGP = 52%) i RPMI-8226 (IGP = 52%).
Z  kolei  2-benzylotio-4-chloro-5-(4-metylofenylokarbamoilo)-N-(4-fenylochinazolin-2-
ylo)benzenosulfonamid 5p najsilniej hamowat wzrost linii komorkowej biataczki RPMI-8226
(IGP = 59%), niedrobnokomorkowego raka pluc A549/ATCC (IGP = 48%) i raka prostaty
PC-3 (IGP = 49%). Brak znaczacej aktywnosci stwierdzono dla pochodnych 5e-f oraz 5k-l,
CO moze sugerowaé, ze obecno$é¢ grupy CONHz w pozycji R? wptywa niekorzystnie na
aktywnos$¢ cytotoksyczng.

Do oceny aktywnos$ci cytotoksycznej w tescie MTT, stuzacej okresleniu zdolnosci
hamowania wzrostu komorek linii raka piersi MCF-7, raka okrgznicy HCT-116 oraz raka szyjki
macicy HeLa, skierowano trzy serie pochodnych reprezentujace zwiazki 5a-p oraz 6a-Xx oraz

Ta-X.
R? R? R?

( [ [ R?
S

N=

o| cl ) cl S
T nk JOU.
~ o~ -
O/S\\OY Me o//S\\O\\'@ NN Me O//&\OTH
5a-p (P5) 6a-x (P3) 2 7ax (P4) 2
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Rysunek 6. Aktywnosé cytotoksyczna (IGP) zwigzkéw 5a, 5n i 5p wzgledem najbardziej

wrazliwych linii komorkowych nowotworow ludzkich oceniona w testach NCI.

Wyniki badan MTT serii pochodnych 2-alkilotio-N-(chinazolin-2-
ylo)benzenosulfonamidu 5a-p wykazaty, podobnie jak w przypadku testow wykonanych
w NCI (test z wykorzystaniem sulforodaminy B), Ze zwiazki 5] (Xicg, = 44,67 uM),
5n (Xicgy = 44,67 uM) oraz 5p (Xicg, = 45,67 uM) charakteryzujg si¢ najwyzsza w tej serii
aktywno$cia wzgledem komodrek wszystkich trzech testowanych linii komoérkowych

(praca P5, Rys. 7).

RI=  Me Me § Me Me PANHCO | 4-CL-CH,NHCO | 4-CL-CiH,NHCO | 4-Me-CH,NHCO

NN i 0 o A o 3 = =
R2 ‘ \ o }%L Py B | : p
I *)J g NH; OBt | ‘74\ & /‘L£\|~~1H2 [N S

Rysunek 7. Srednie wartosci ICso Serii 5a-p wzgledem trzech linii komérkowych raka okreznicy HCT-
116, raka szyjki macicy HeLa oraz raka piersi MCF-7 w tescie MTT.
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Poréwnywalne hamowanie wzrostu wykazat takze zwigzek 5d (Xic,, = 44,67 uM).
Warto zauwazy¢ (Rys. 7), ze dla 2-benzylotio-4-chloro-5-(4-R-fenylokarbamoilo)-N-(4-
fenylochinazolin-2-ylo)benzenosulfonamidow 5j, 5n i 5p zamiana podstawnika w pozycji 4
pierscienia chinazoliny z grupy fenylowej na grupe metylowa skutkuje znaczagcym spadkiem
aktywnosci cytotoksycznej (analogi 5i, 5m oraz 50). Stwierdzono ponadto, brak aktywnosci
dla zwigzkéw 5e-g i 5k-l, co wydaje si¢ potwierdzaé, iz ugrupowanie karbamoilowe
(R? = CONHy>) niekorzystnie wptywa na efekt cytotoksyczny.

Interesujagcym wydawato si¢ okreslenie profilu bezpieczenstwa dla zwigzkow serii 5
0 najkorzystniejszej aktywnosci cytotoksycznej, tj. 5d, 5j, 5n i 5p. W tym celu okreslono
w tescie MTT zdolno$¢ hamowania wzrostu nienowotworowej uniesmiertelnionej linii
komorkowej keratynocytow ludzkich HaCaT oraz wyznaczono in silico parametry ADMET.
Wyniki wskazuja, ze testowane zwigzki charakteryzuja si¢ wyzsza selektywnos$cia wzgledem
linii komorkowych HCT-116 i HeLa w porownaniu z linig HaCaT.

Selektywnos¢ HaCaT/HCT116 dla zwiazkéw serii 5a-p
'
VI LT

Selektywnos¢ HaCaT/HeLa dla zwigzkow serii 5a-p

5p n
12 1w

Parametry ADMET okreslono in silico za pomocg algorytmu pkCSM
(http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction) ®° . Absorpcje przez uktad pokarmowy
obliczono dla modelu monowarstwy Caco-2, wykorzystywanej jako model in vitro w badaniach
eksperymentalnych. Uwaza sie¢, ze zwigzek wykazuje wysoka przepuszczalnos¢ gdy parametr
Papp > 8x10° cm/s (logPapp > 0,9). Sposéréd obliczonych wartosci tylko zwigzek 5d
charakteryzowat si¢ logPapp = 0,911 sugerujacym mozliwos¢ wysokiej absorpcji droga
pokarmowa, aczkolwiek logPapp wyznaczone dla 5n i 5p, odpowiednio 0,555 i 0,563,
wskazuja na znaczace prawdopodobienstwo czgsciowego wchtaniania z uktadu pokarmowego.

Dystrybucje zwigzkéw w organizmie obliczono z wykorzystaniem dwdch parametrow,
objetosci dystrybucji (logVDss) oraz przepuszczalno$ci przez bariere krew-mozg (logBB).
Przyjmuje sie, ze objeto$¢ dystrybucji jest niska gdy logVDss < - 0,15 i wysoka dla
logVDss > 0,45. Obliczenia wskazuja, 1z logVDss dla omawianych zwigzkow jest znaczaco
nizsze od - 0,15 zatem pochodne 2-alkilotio-N-(chinazolin-2-ylo)benzenosulfonamidu nie beda
wykazywaly tendencji do kumulowania w tkankach. Przepuszczalno$¢ przez bariere

krew-mozg jest catkowita dla czasteczek o logBB > 0,3. Z kolei substancje posiadajgce
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logBB < -1 charakteryzuja si¢ niskg dystrybucja do moézgu. Zakres wartosci logBB dla
zwigzkow 5d, 5], 5n i 5p miesci si¢ w przedziale -1,049 — -0,296 co sugeruje bardzo niskie
prawdopodobienstwo lub brak toksycznego uszkodzenia moézgu wywotanego przez omawiane
pochodne N-(chinazolin-2-ylo)benzenosulfonamidu.

Transport i metabolizm zwigzkéw wyrazono jako mozliwo$¢ wptywania na aktywnos¢
P-glikoprotein (P-gp) oraz réznych izoform cytochromu P450. Farmakokinetyczne wlasciwosci
substancji zwigzane sg glownie z regulowaniem transportu zaleznego od P-gp. Wiekszo$¢
lekow, wiaczajac w to chemoterapeutyki przeciwnowotworowe, jest substratami dla
transportujgcych P-gp. Podobne rezultaty uzyskano dla wszystkich omawianych pochodnych.
Z drugiej strony obliczenia wskazuja, ze zwiazki te sg takze inhibitorami P-gp. Tego typu
parametr wydaje si¢ by¢ istotny z punktu widzenia terapii przeciwnowotworowej, gdyz
hamowanie aktywnosci P-gp rozpatrywane jest w kontekscie metod leczenia pozwalajacych
uniknaé lekoopornosci zaleznej od transportu P-gp™®. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze skuteczne
inhibitory P-gp nie powinny hamowa¢ aktywnos$ci enzymoéw cytochromu P450, zwlaszcza
CYP3A, gdyz réwnoczesna inhibicja transportu z udziatem P-gp i metabolizmu CYP3A moze
skutkowa¢ wzrostem stezenia leku we krwi i prowadzi¢ do wiekszej toksycznoéci’®. Obliczenia
sugeruja, ze tylko zwigzek 5d moze by¢ potencjalnym inhibitorem zaréwno P-gp
jak i CYP3A4. Pozostate pochodne N-(chinazolin-2-ylo)benzenosulfonamidu 5j, 5n i 5p nie
wykazuja tendencji do hamowania aktywnosci CYP3A4. Ponadto, zwiazki 5j, 5n i 5p moga
by¢ rozpatrywane jako substraty P-gp jak i CYP3A, co ze wzgledu na komplementarne funkcje
tych biatek moze skutkowaé zwigkszong redukcja narazenia na toksyczne dziatanie tych
substancji.

Potencjalng toksycznos¢ pochodnych 5d, 5j, 5n i 5p okreslono poprzez wyznaczenie
in silico maksymalnej dawki tolerowanej oraz inhibicji hERG. Warto$¢ maksymalnej dawki
tolerowanej przez organizm dla wszystkich zwiazkow jest znaczaco wyzsza od wyznaczonych
wartos$ci ICso jednakze omawiane substancje wykazujg pewne tendencje do inhibicji kanatow
potasowych hERG. Zjawisko to jest jedng z przyczyn niepowodzen potencjalnych lekow
w badaniach klinicznych, gdyz zjawisko to zwigzane jest z wydtuzeniem odstepu QT, co moze
powodowac czestoskurcz komorowy a w konsekwencji nagla $mier¢ sercowa.

Znaczaco wyzsza aktywno$¢ cytotoksyczng stwierdzono w serii  pochodnych
2-(2-alkilotiobenzenosulfonylo)-3-(fenyloprop-2-ynylidenoamino)guanidyny 6a-x. Wyniki testow
MTT przeprowadzonych dla zwiagzkow 6a-x wykazaty wysoka wrazliwos¢ linii raka okreznicy
HCT-116 oraz szyjki macicy HeLa. Nieco mniejsza aktywnos¢ zwigzkow 6a-x odnotowano

wzgledem komorek raka piersi MCF-7 (Rys. 8, praca P3). Ogdlna zalezno$¢ wynikajaca
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Z analizy rezultatow testow MTT wskazuje na wyzsza aktywnos$¢ zwigzkdéw zawierajacych
w pozycji R? atom wodoru (Rys. 8). Grupa metylowa (R? = Me), z kolei, odpowiada za wigksza
selektywno$¢ zwigzkow wzgledem komorek HeLa i/lub HCT-116. Wyjatkiem sg zwiazki 6i-I
oraz 6s-t, ktore wykazywaly zblizong aktywnos¢ w stosunku do trzech badanych linii, bez
wzgledu na to czy podstawnikiem R? byta grupa metylowa czy atom wodoru. Odmienna
tendencja charakteryzowata réwniez zwigzki 6m-n, wéréd ktorych tylko 6n z R? = Me wykazat

zauwazalne hamowanie wzrostu komorek HeLa na poziomie ICsp = 8 uM.
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Rysunek 8. Wyniki testow MTT dla zwigzkow 6a-X. Wartosci ICso nie uwzgledniajq odchylenia

standardowego.

Zwiazki serii 6a-x charakteryzujace si¢ istotng aktywnos$cig cytotoksyczng wzglgdem
komorek nowotworowych przebadano pod katem oceny ich toksyczno$ci wzgledem komorek
zdrowych, wykorzystujac niekancerogenng, uniesSmiertelniong lini¢ keratynocytow ludzkich
HaCaT. Osiem zwigzkow wykazato istotng selektywno$¢ hamowania wzrostu linii
nowotworowych, przy czym wickszo$¢ z nich posiadata podstawnik metylowy w pozycji R2.
W grupie pochodnych zawierajacych R? =H jedynie zwiazki 6a i 6g byty selektywne wzgledem
komorek nowotworowych.

Selektywno$¢ HaCaT/HCT-116 dla wybranych zwigzkéw serii 6a-x
3,80 454 ) 18,12 20,77
Selektywnos$¢ HaCaT/HeLa dla wybranych zwiazkéw serii 6a-x
2,08 5,83 6,33 7,38 13,60 15,00 29,00
Selektywnos¢ HaCaT/MCF-7 dla wybranych zwiazkow serii 6a-X
2,08 5,25 6,04
Reakcja cyklizacji aminoguanidyn 6a-x do pochodnych N'-(2-alkilotio-4-chloro-5-

metylobenzenosulfonylo)-1-(5-fenylo-1H-pirazol-1-ylo)amidyny 7Ta-x zaowocowala
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uzyskaniem kolejnej serii aktywnych zwigzkow (praca P4), zwtaszcza wzgledem linii HeLa
oraz HCT-116 (Rys. 9).
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Rysunek 9. Wyniki testow MTT dla zwigzkéw Ta-X. Wartosci ICso nie uwzgledniajg odchylenia

standardowego.

Dla o$miu zwiazkow 7€, 7n, 7q oraz 7s-v wartosci ICso wzgledem HCT-116 wynosity
ok. 7 uM, za$ dla dziesi¢ciu kolejnych (7a-c, 79, 7i, 7k-m, 70 i 7r) 1Cso miescito si¢ w zakresie
10 — 19 uM. Szczegodlnie selektywne hamowanie wzrostu komérek HCT-116 odnotowano dla
N'-benzenosulfonyloamidyn z ugrupowaniem metylowym badz trifluorometylowym
w pierécieniu benzenowym podstawnika R! i grupa metylowa w pozycji R? (7d, 7f, 7h, 7j, 7I
I 7n). W odniesieniu do linii HeLa, cztery zwigzki 7s-v (ICso = 3 uM) wykazaty aktywnos¢
zblizong do leku referencyjnego — cisplatyny (ICso= 2,2 uM). Co wigcej, wartosci ICso tych
zwigzkow byly ok. dwukrotnie nizsze od otrzymanych dla linii HCT-116 i znaczaco nizsze
w porownaniu z linig MCF-7. Wysoka skuteczno$¢ wzgledem komoérek HeLa wykazaty takze
amidyny 7a-b (ICso =5 uM), 7e i 7r (ICso = 8 uM) oraz 7¢ (ICso = 10 uM).

Zwiazki serii 7a-X o najwyzszej aktywnosci przebadano pod katem cytotoksycznosci
wzgledem komorek HaCaT. Wyniki pokazuja nizsza selektywno$¢ w porownaniu ze
zwigzkami 6a-x, aczkolwiek niektore amidyny charakteryzuja si¢ znaczaco wyzsza

aktywnoscig wzgledem komorek nowotworowych (Rys. 10).
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Rysunek 10. Poréownanie aktywnosci wybranych zwigzkow Serii 7a-X wzgledem komorek
nowotworowych HeLa/HCT-116 oraz niekancerogennych komdérek HaCaT.

Poglebione badania biologiczne wytypowanej N'-[4-chloro-5-metylo-2-(naftalen-1-
ylometylotio)benzenesulfonylo]-1-(3-metylo-5-fenylo-1H-pirazol-1-ylo)amidyny 7v,
wykonane we wspotpracy z dr Grzegorzem Stasiloj¢ z Zaktadu Biologii Komoérki GUMed,
wykazaly jej wptyw na cykl komorkowy komorek HCT-116 oraz HeLa. Kontrole negatywna
eksperymentu stanowilo wykonanie dos§wiadczen w tych samych warunkach dla nieaktywnego
zwigzku 7X. Rezultaty wskazuja zalezny od czasu znaczacy wzrost liczby komorek obu linii
w fazie sub-G1 po potraktowaniu zwigzkiem cytotoksycznym 7v (Rys. 11), przy czym dla
nieaktywnej amidyny 7x nie odnotowano istotnego wptywu na cykl komorkowy (Rys. 12).
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Rysunek 11. Liczebnos¢ komérek w fazie sub-G1 po inkubacji ze zwigzkiem TV (stupki biale) i TX (stupki
czarne) przez 24 h, 48 hi 72 h.
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Rysunek 12. Wplhyw zwigzkow TV i TX na cykl komorkowy komorek HeLa i HCT-116.

4.3.2.2.3. Badania QSAR

QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship) to badanie ilosciowej zalezno$ci
miedzy strukturg chemiczng zwiazku a jego wlasciwosciami biologicznymi. Metoda ta pozwala
okresli¢ wptyw poszczegdlnych parametréw fizykochemicznych czasteczki na jej aktywnos$¢.
W celu wyprowadzenia rownania QSAR parametry te nalezy sprowadzi¢ do postaci liczbowe;j

i wyznaczy¢ tzw. deskryptory molekularne, wsrod ktorych mozna wyréznié:

» Kwantowo-chemiczne (np. moment dipolowy, polaryzowalnos$¢, energia HOMO
i LUMO, tadunek catkowity, stata Hammeta, efekt rezonansowy i indukcyjny)

» Fizykochemiczne (np. logP, refrakcja molowa)

» Strukturalne (np. pole powierzchni, objgtosé, liczba wigzan rotujacych, parametry Tafta,
hydrofobowos$¢ podstawnika, wigzania wodorowe)

» Topologiczne (wtasciwosci i potgczenia atomow)

» Konstytucyjne (ilo$¢ r6znych rodzajow atomow)

> Inne.

Analiza QSAR nie zawsze pozwala na uzyskanie rownania o dobrych parametrach

predykcyjnych. Dla zwigzkow benzenosulfonamidowych, stanowigcych przedmiot niniejszej
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habilitacji, w ramach wspotpracy z prof. dr hab. Tomaszem Baczkiem z Katedry i Zaktadu
Chemii Farmaceutycznej GUMed, istotne statystycznie modele predykcyjne QSAR okreslono

dla serii zwigzkow 5a-p, 6a-x oraz 8a-j.

RZ rR1
o] S Cl S 2 Cl S.__NHR?
1 e M >S< N R! X >s2
R 0% 0 N € O/S\o\?\;_| X @\(@Z 0”0
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R3

W celu okreslenia parametrow odpowiedzialnych za aktywno$¢ cytotoksyczna
2-alkilotio-N-(chinazolin-2-ylo)benzenosulfonamidéow 5a-p, zwiazki poddano analizie
w programie SIMCA z wykorzystaniem wielowymiarowej techniki PLS (ang. partial least
squares) i OPLS (ang. orthogonal partial least squares)’®. Niewatpliwa zaleta metodologii
OPLS jest mozliwos¢ okreslenia relatywnego wplywu zmiennych na model, okreslany jako
wartosci VIP (ang. Variable Influence on Projection). Istotny statystycznie model OPLS
w serii 5a-p uzyskano dla linii raka szyjki macicy HeLa. Model ten opisuje 99% aktywnosci
i pozwala prognozowa¢ ponad 87% zmiennosci wartosci ICsp, ze $rednim bigdem
przewidywania uzyskanym w walidacji krzyzowej rownym 8,14 uM. Sposréd ponad 5200
deskryptorow obliczonych w programie Dragon 7.0 do ostatecznego modelu wykorzystano
tylko bloki deskryptorow prostych do praktycznego zinterpretowania, tj. wiasciwosci
molekularne czasteczki, jej wskazniki konstytucyjne, pary atomdw 2D, stopien cyklizacjiiilos¢
grup funkcyjnych. Wartosci VIP zaprezentowane na Rys. 13 wskazuja, ze wysoka lipofilowo$¢
substancji, wyrazona jako AlogP i AlogP? obliczone z wykorzystaniem algorytmu
Ghose-Crippen, ma najwickszy wplyw na aktywno$¢ wzgledem komorek HeLa. Istotne
znaczenie ma rowniez procentowa zawartos¢ atomow azotu w zwigzku, przy czym jest ona
odwrotnie proporcjonalna do warto$ci logP. Bardziej szczegotowa analiza wskazuje,
iz parametr N% jest szczegolnie istotny przy wprowadzeniu grupy amidowej jako podstawnika
R?, co skutkuje nie tylko zanikiem aktywnosci cytotoksycznej, ale rowniez niekorzystng
wartoscig kolejnego deskryptora VIP, FO4[C-S], ktéry okresla czestotliwo$¢ wystepowania
wigzania C-S w odleglosci topologicznej rownej 4. Ostatnim parametrem VIP w wyznaczonym
modelu OPLS jest stopien cyklizacji czasteczki (MCD) okreslony jako stosunek liczby atomow

tworzacych uktady pier§cieniowe do liczby wszystkich atoméw w czasteczce.
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Rysunek 13. Deskryptory i wartosci VIP w wyznaczonym modelu OPLS dla serii 2-alkilotio-N-

(chinazolin-2-ylo)benzenosufonamidéw 5a-p.

Metodologia OPLS okazata si¢ nieskuteczna w obliczeniu modeli dla pochodnych
2-(2-alkilotiobenzenosulfonylo)-3-fenyloprop-2-ynylidenoamino)guanidyny  6a-x. W tej  serii
zwigzkéw wykorzystano metod¢ maszyny wektoréw nosnych SVM (ang. Support Vector
Machine) ”®:"*. Podstawa techniki SVM jest mapowanie badanych danych do przestrzeni
wielowymiarowych za pomocg funkcji jadrowych (ang. kernel function). Deskryptory
wykorzystane w procesie obliczenia modeli wybrane zostaly z wykorzystaniem funkcji wyboru
zmiennych programu STATISTICA, przy czym wyboru dokonano oddzielnie dla kazdej linii
komorkowej (Tabela 1). Wykorzystane deskryptory nie dostarczajg jednakze praktycznej
interpretacji dajacej si¢ przetozy¢ na prosta zalezno$¢ miedzy struktura a aktywnoS$cia
zwigzkow 6a-x. Z drugiej strony parametry te sg wystarczajace do wyprowadzenia istotnych

statystycznie modeli QSAR o wysokiej mocy predykcyjne;j.
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Tabela 1. Deskryptory wykorzystane w modelach SVM serii zwigzkow 6a-X.

Linia

Deskryptor
komorkowa yptory

RDF-125m — ang. radial distribution function — 125/weighted by mass
VE1_Dt —ang. coefficient sum of the last eigenvectore from detour matrix
JGI3 —ang. mean topological chargé index of order 3

Mor13u —ang. 3D MoRSE signal 13/unweighted

Ele —ang. 1st component accessibility directional WHIM index / weighted by Sanderson
electronegativity

ATSCL1i - ang. centred Broto-Moreau autocorrelation of lag 1 weighted by ionization
potential

HelLa ATSC2p - ang. centred Broto-Moreau autocorrelation of lag 2 weighted by polarizability
Mor01i — ang. 3D MoRSE signal 13/weighted by ionization potential
SpMin8_Bh(s) — ang. smallest eigenvalue n. 8 of Burden matrix weighted by I-state
R4s — ang. R autocorrelation of lag 4 / weighted by I-state

Eig05_AEA(ri) — ang. eigenvalue n. 5 from augmented edge adjacency mat. weighted by
resonance integral

R5m+ — ang. R maximal autocorrelation of lag 5 / weighted by mass

SMO03_EA(dm) — ang. spectral moment of order 3 from edge adjacency mat. weighted by
dipole moment

SM11 _EA(dm) — ang. spectral moment of order 11 from edge adjacency mat. weighted by
dipole moment

HCT-116

MCEF-7

W celu wyznaczenia modeli, seria zwigzkéw 6a-X zostata losowo podzielona na zbior
uczacy, zawierajacy 18 zwigzkow, 1 zbior testowy, ztozony z 6 zwigzkow. W kolejnym etapie
wykonano 100 ré6znych optymalizacji na zbiorze uczacym, z wykorzystaniem réznych wartosci
parametréw 1 typow funkcji jadrowych. Zestaw parametréw i funkcji skutkujacy najnizszym
bledem $redniokwadratowym, zaimportowano do programu STATISTICA w celu analizy
regresji. W serii 6a-x znaczace modele wyznaczone zostaty wzgledem linii HCT-116 oraz
HelLa, z kolei model QSAR dla linit MCF-7 charakteryzowat si¢ nizszg korelacja a tym samym
stabsza moca predykcji. Korelacje pomigdzy warto$ciami  eksperymentalnymi

i przewidzianymi na podstawie modeli SVM przedstawiono na Rys. 14.
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Rysunek 14. Korelacja aktywnosci cytotoksycznej zwigzkéow 6a-x o0znaczonej eksperymentalnie

i przewidzianej na podstawie modeli SVM.

Biologiczna aktywno$¢ zwigzkow zawierajacych szkielet 1,1-diokso-1,4,2-
benzoditiazyny jest szeroko udokumentowana w literaturze naukowej. Wsrdéd pochodnych
bazujacych na strukturze tego fragmentu wyrdznia si¢ substancje diuretyczne 767778
cholagogiczne’” ™ | radioochronne’®, przeciwarytmiczne’”’®’® hipotensyjne’’"® oraz
przeciwnowotworowe??8%:81:82 ' R4znorodna aktywno$é biologiczna uzasadnia zatem wybor

uktadu benzoditiazyny jako elementu bazowego w strukturze zwiazkow 8a-j.
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8a OIN:N H 1H-indazol-5-ylo 8f SIN:IN  H  1H-indazol-5-ylo
8b O:N:N CI 1H-indazol-5-ylo 8g S:N:N H (indol-3-ylo)etylo
8c O:N:N H 1H-indazol-6-ylo 8h N:N:O H 1H-indazol-5-ylo
8d O:N:N H 1H-indazol-7-ylo 8i N:N:O H (indol-3-ylo)etylo
8e O:N:N H (indol-3-ylo)etylo 8j N:CH:S H (indol-3-ylo)etylo
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Na podstawie uzyskanych wcze$niej w naszym zespole wynikow aktywnos$ci
biologicznej w grupie 3-amino-6-chloro-1,1-diokso-1,4,2-benzoditiazyn 8a-j ustalono, ze
cytotoksyczno$¢ tych zwigzkéw zalezy zardwno od rodzaju podstawnika w pozycji 3 jak 1 7
szkieletu benzoditiazynowego. W celu doglebnego zanalizowania zalezno$ci struktura-
aktywno$¢ wyprowadzono rownania QSAR dla dwoch linii komoérkowych, biataczki MOLT-4
I raka nerki UO-31, dla ktorych procent zahamowania wzrostu (IGP) miescit si¢ w zakresie
0% < IGP < 100% dla wszystkich zwiazkow 8a-j (praca P2). W badaniach wykorzystano
metode regresji wielorakiej. W obu modelach zastosowano deskryptory z dwoéch blokow
(Tabela 2), wywodzace si¢ z radialnej funkcji dystrybucji (ang. RDF, Radial Distribution
Function) oraz reprezentujace strukture trojwymiarowg na podstawie dyfrakcji elektronowej
(ang. 3D-MoRSE). Rownania wyznaczono za pomoca oprogramowania STATISTICA metoda
regresji wielorakiej z algorytmem krokowym. Weryfikacji mocy predykcyjnej modeli
dokonano z wykorzystaniem walidacji krzyzowej typu Leave-one-out (LOO-CV). Obliczone
modele QSAR wykazuja dobra korelacje wykorzystanych deskryptorow z aktywnoscia
cytotoksyczng zwigzkow wzgledem linii MOLT-4 i UO-31 i charakteryzujg si¢ znaczaca
zdolnosciag predykcyjna (Tabela 2). Praktyczna interpretacja deskryptorow w wyznaczonych
rownaniach QSAR jest jednakze trudna, co sugeruje skomplikowang natur¢ oddziatywan

czasteczek z receptorami w komodrkach nowotworowych.

4.3.2.2.4. Stabilnos¢ metaboliczna

Stabilno$¢ metaboliczna odgrywa istotng role w biodostgpnosci 1 wiasciwosciach
farmakokinetycznych potencjalnych srodkow leczniczych. Niska stabilno$¢ skutkuje szybszym
wydalaniem substancji z organizmu, co w konsekwencji powoduje zmniejszenie jej
biodostepnosci. Metody stuzace badaniu biotransformacji lekéw mozna zasadniczo podzieli¢

na dwie kategorie:

» Metody klasyczne in vivo z wykorzystaniem modelu zwierzgcego
» Metody alternatywne in silico i in vitro, zgodne z zasadg 3R (ang. replacement,

reduction, refinement) autorstwa Russela i Burcha®,

Wysoki koszt testow in vivo, ich czasochtonno$¢, a takze obarczone duzym bledem
odwzorowanie wynikow uzyskanych na modelu zwierzgcym w pozniejszych badaniach
z udziatem ludzi sprawia, ze coraz czesciej proces biotransformacji zwigzku przeprowadza si¢
w eksperymentach in vitro, zwlaszcza na wczesnym etapie badan biologicznych substancji.

Obecnie do eksperymentalnego oznaczenia stabilno$ci metabolicznej potencjalnego leku
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wykorzystywane sa m.in. subkomoérkowe frakcje watrobowe, ktore stanowia jeden
z najpowszechniej stosowanych modeli in vitro.

W ramach wspotpracy z zespotem naukowym prof. dr hab. Tomasza Baczka z Katedry
i Zaktadu Chemii Farmaceutycznej GUMed, zwigzki serii 5a-p, 6a-x oraz 7a-x skierowano do

oceny stabilno$ci metaboliczne;.

R? R' R!
Cl S Cl Sr Cl Sr R
R? N=
NN N N. ~ N _N_/
1 - - ~ -
R O//S\\O [ Me 00 N" ™ Me O//S\\O\\r
N~ NH, NH,
5a-p (P5) 6a-x (P3) Ta-x (P4)
R3

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych ludzkich
mikrosomow watrobowych, zawierajagcych enzymy metabolizujgce ksenobiotyki tj. enzymy
z rodziny cytochromu P-450 (CYP), monoksygenazy flawinowe (FMO) oraz
glukuronylotransferazy (UGT), biorace udzial w reakcjach I-fazy metabolizmu. Aktywnos$¢
enzymow wzgledem badanej substancji oznaczono w obecnosci NADPH, ktory jest kofaktorem
odpowiednim dla CYP i FMO. W celu wykluczenia rozpadu substancji wynikajacej
z niestabilno$ci chemicznej a nie z zachodzacej reakcji enzymatycznej, probe kontrolng
wykonano nie uwzgledniajac dodatku kofaktora. Stabilno$¢ metaboliczng zwigzkow okreslono
przez wyznaczenie biologicznego czasu pottrwania (ti2) za pomoca analizy LC-MS.

Seria  pochodnych  2-alkilotio-N-(chinazolin-2-ylo)benzenosulfonamidu  5a-p
charakteryzuje sie zréznicowanym czasem pottrwania, zaleznym gtéwnie od podstawnikow R*
oraz R? (praca P5). W wigkszosci przypadkéw zwigzki wykazywaly bardzo dobrg stabilnos¢
metaboliczng z t12 > 30 min (Rys. 15). Najwyzszg stabilno$¢ wykazaty 2-karbamoilometylotio-
4-chloro-5-metylo-N-(4-R3-chinazolin-2-ylo)benzenosulfonamidy 5e i 5f zawierajace
I-rzedowa grupe amidowa jako podstawnik R? i charakteryzujace si¢ odpowiednio
ti2 = 75,4 min oraz 90,8 min. Taka wartos¢ biologicznego czasu pottrwania zwigzkoéw 5Se-f jest
zwigzana gtownie z odpornoscia ugrupowania amidowego na utlenianie zalezne od enzymow
CYP8, Z kolei ll-rzedowa grupa amidowa, w wyniku enzymatycznej hydrolizy, ulega
metabolizmowi tatwiej®*, co moze thumaczy¢ wyjatkowo niska stabilnoéé obserwowana w tej
klasie zwigzkow dla pochodnych 5i-j, zawierajacych w pozycji R grupe fenylokarbamoilowa
(tre = 16,0 min i 11,2 min, odpowiednio). Nalezy jednak zauwazy¢, ze wprowadzenie
w pierscieniu benzenowym podstawnika R, atomu chloru badz grupy metylowej, zwieksza
w sposob istotny stabilno$¢ metaboliczng (wyniki uzyskane dla zwiazkow 5I1-p, ti. w zakresie
35— 67,2 min).
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R2
Cl 8
: -
R S O\N‘( =
5a-p =
Nrzw. t,,[min] R3
5a 51,9 R! = Me
5b 49,2 RESEh
Sc¢ 56,8 Rl = Me
5d 48,1 R? = 6-Cl-benzo[d][1,3]dioksol-5yl
Se 75,4 R!' = Me
sf ey R>=CONH,
5i 1 R! = PANHCO
5j 11,2 R2=Ph
51 49,7 R! = 4-CI-C;H,NHCO; R? = CONH,
5n 37,7 R! = 4-CI-C;H,NHCO
5m 67,2 R?=Ph
S5p 35
R! = 4-Me-C,H,NHCO
5p 423 RZ=—Fh

Rysunek 15.  Stabilnos¢  metaboliczna  (t12) wybranych — 2-alkilotio-N-(chinazolin-2-ylo)-

benzenosulfonamidow 5a-p (na rysunku nie uwzgledniono odchylenia standardowego).

Dobrg stabilnos¢ metaboliczng wykazaly takze aktywne cytotoksycznie
2-(2-alkilotiobenzenosulfonylo)-3-(fenyloprop-2-ynylidenoamino)guanidyny 6a-X, jednakze
uzyskane wyniki nie dostarczajg jednoznacznej konkluzji odnosnie zaleznosci struktura-
stabilno$¢ (Rys. 16, praca P3). Zdecydowana wigkszo$¢ zwigzkéw charakteryzuje sig
biologicznym czasem pottrwania przekraczajgcym 30 minut, przy czym trzy 6n, 6m i 6p
wykazujg znaczng odporno$¢ na reakcje biotransformacji I fazy (tu2 = 84,54 min, 85,33 min
oraz 71,82 min, odpowiednio). Tylko dwa z badanych zwiazkow, 6l i 60, uzyskaty niska
warto$¢ tip, rowna odpowiednio 7,8 min 1 15,23 min. Nizsza odporno$¢ na reakcje
biotransformacji wykazaly zwigzki 6a-b oraz 6w, ktore charakteryzowaly si¢ nieznacznie
stabszg stabilnoscig w warunkach in vitro w poréwnaniu z pozostaltymi pochodnymi.
Wyznaczony biologiczny czas pottrwania tych guanidyn mie$cit si¢ w  zakresie
26,47 — 28,14 min. Warto zauwazy¢, ze wprowadzenie pojedynczych grup badz atomow
w pierscieniu benzenowym podstawnika R! istotnie podnosi stabilno$¢ zwiazkéw. Podobne
wyniki odnotowano takze w serii 5a-p dla pozycji 5 szkieletu benzenosulfonamidowego.
Wprowadzenie atomu chloru badz grupy metylowej w pierscieniu benzenowym podstawnika

fenylokarbamoilowego znacznie zwickszato odpornos¢ na reakcje | fazy metabolizmu
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(Rys. 15, poréwnanie stabilnosci zw. 5i-j R! = PhNHCO oraz 5l-p
R! = 4-Cl- lub 4-Me-C¢HsNHCO). Analiza danych literaturowych wskazuje, ze zjawisko to
moze by¢ czeSciowo zalezne od dezaktywacji pierscienia benzenu przez atom chloru badz
grupe trifluorometylowa®. Z drugiej strony, jak widaé na przykladzie nisko-stabilnych
pochodnych 6l i 60, parametr ten bez watpienia nie jest decydujacy i jego wptyw moze by¢
stosunkowo niewielki w badanej serii 2-(2-alkilotiobenzenosulfonylo)-3-(fenyloprop-2-

ynylidenoamino)guanidyn.

R1
cl S ”
H oH X
M _N N. N/
e oo Il X
Nrzw. t;, [min] NH R R
6a 28,14 6a-x H
Ph
6b 27,96 Mc
6¢ 51,72 2-Me-CgH, H
6e 52,75 3-Me-CyH, H
6g 32,18 4-Me-CH, H
6i 39,16 2-CF,-C(H, H
6k 58,05
- 3-CF;-CH, ;{A
6l 7.8 c
6n I 4-CF,-CH, Me
60 15,23 :
2-Cl@
6p 85,33 Me
6q 41,56
3-CI-C;H, i
6r 35,73 Me
6s 39,89 4-CI-CgH, H
o Lnafyl B
ow 26,47 6-Cl-benzo[d] H
[1,3]dioksol-5yl

Rysunek 16. Stabilnos¢ metaboliczna (t12) wybranych 2-(2-alkilotiobenzenosulfonylo)-3-(fenyloprop-
2-ynylidenoamino)guanidyn 6a-x (na rysunku nie uwzgledniono odchylenia standardowego).

Sposrdéd badanych serii najnizsza stabilno$¢ metaboliczna cechowata pochodne
N'-(2-alkilotio-4-chloro-5-metylobenzenosulfonylo)-1-(5-fenylo-1H-pirazol-1-ylo)amidyny  7a-x
(Rys. 17, praca P4). Warto$¢ okresu pottrwania w tej grupie zwigzkow miescita si¢ w zakresie
4,63—20,37 min. Zalezno$¢ miedzy strukturg a stabilnoscig amidyn 7a-x modulowana jest
przede wszystkim rodzajem podstawnika R. W przypadku zwigzkéw modyfikowanych przez
grupe fenylowa (7a-b), metylofenylowa (7c-h) czy tez trifluorometylofenylowa (7i-n) wicksza
stabilno$é wykazuja pochodne amidyny, w ktorych podstawnikiem R? jest grupa metylowa.
Pozornie, wyjatkiem wydaja sie byé zwiazki 7e-f (R' = 3-MeCgHs), jednakze uwzgledniajac
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odchylenie standardowe zwigzki te rOwniez wpisuja si¢ w powyzsza zalezno$¢. Odwrotng
zaleznos¢  wykazuja z  kolei  N'-benzenosulfonylo-1-pirazol-1-yloamidyny  70-x,
zmodyfikowane przez wprowadzenie jako R* grup chlorofenylowej (70-t), 1-naftylowej (7u-v)
badz 6-chlorobenzo[d][1,3]dioksolowej (7w-x), dla ktorych stabilnos¢ metaboliczna maleje po

podstawieniu grupa metylowa w pozycji 3 pierscienia pirazolu (R?).

Nr zw. ty,» |min|
R2-H 7a 4,63
R' - Ph
Mc 7b 5,63
n 7c 481
R!=2-Mc-C,H,
Me 7d 9.23 oCelly
H Te 13,89
1= 3-Me-
Me 7 12,82 RE=aMc i
H 7¢ 7.8
R =4-Me-C,H,
i Mc 7h 10.57
O e SRR e e
R2 n 7 902
R!'=2-CF-CH,
Cl S N= Me Ti 185,38
H LA S ] e
N N_/ H 7k 5,18
288 R!=3-CF,-Cl1,
he O’S\O\ﬂ; Me Tl 10,13 2l
7a-x H7m 10.57
R!=4-CF;-CgH,
Me 7n 14,43
11 7o 13,53
R!'=2-CI-CH,
Me 7p 9.75
n7q 18,54
R! = 3-CI-CyH,
Me 7r 12,027
n7s 20.37
I =4 CJ-
Me Tt T R'=4-CI-C;H,
" 7u 16,09
Mc 7v 15.36 R! = I-naftyl
H 7w Lt R! = 6-Cl-benzo[d]
Me 7x 11,86 [1,3]dioksol-5yl

Rysunek  17.  Stabilnos¢ ~ metaboliczna  (ti2)  wybranych  N'-(2-alkilotio-4-chloro-5-
metylobenzenosulfonylo)-1-(5-fenylo-1H-pirazol-1-ylo)amidyny 7a-x (na rysunku nie uwzgledniono

odchylenia standardowego).

4.3 Podsumowanie

Przedstawiony cykl publikacji podsumowuje fragment mojej pracy naukowej w zespole
naukowym kierowanym przez prof. dr hab. Jarostawa Stawinskiego. W ramach niniejszego
osiggniecia naukowego opracowano metody syntezy i izolacji ponad stu nowych pochodnych,
nalezagcych do os$miu typow struktur zawierajgcych fragment benzenosulfonamidowy.
Wszystkie otrzymane zwiazki zostaly w pelni scharakteryzowane metodami
spektroskopowymi, IR, *H i 3C NMR, spektrometrig mas HRMS, analizg elementarng oraz,
w uzasadnionych przypadkach, badaniami rentgenostrukturalnymi.

Benzenosulfonamidy serii 1-4 hamujace aktywnosé izoform hCA I, hCA II, hCA IX i hCA XI1:
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o Cl Cl v Cl Cl
N o R AL N ST /S\NHz )L _NH,
Ho 0”0 H H § 0”0 S "0

1a-d (P1) 2a-c (P1) 3a-j (P1) 4a-i (P1)

W serii pochodnych benzenosulfonamidowych 1la-d, 2a-c, 3a-J oraz 4a-i,
zawierajacych w strukturze I-rzgdowa grupe sulfonamidowsg stwierdzono poréwnywalne badz
nieco stabsze hamowanie aktywnosci hCA | oraz hCA Il w zestawieniu z Klinicznie
stosowanymi inhibitorami anhydrazy weglanowej. Znacznie bardziej interesujaca okazala si¢
aktywno$¢ inhibicyjna zwigzkéw 1-4 wzgledem zwigzanych z procesem nowotworowym

izoform transbtonowych IX i XII, ktora pozwolita na sformutowanie nastepujacych wnioskow:

» Wartosci Ky wzgledem hCA IX wickszosci testowanych zwigzkow byly znaczaco nizsze

od lekow referencyjnych.

Zakres K|
seria1-4 leki ref. i zw. 2a-b, 4g-h 4i
2,8 - 18,9 nM (wyj. 2a-b, 4g-i) 24 -50 nM 76 nM
AKTYWNOSC

» Aktywnos$¢ badanych benzenosulfonamidéow 1-4 wzgledem hCA XII byla
porownywalna z Klinicznie stosowanymi lekami odniesienia, przy czym 2,4-dichloro-
5-[2-(4-chlorobenzoilo)hydrazynokarbonylo]benzenosulfonamid 1c (K = 2,7 nM) oraz
2,4-dichloro-5-(3-fenyloureido)benzenosulfonamid 4a (K = 2,8 nM) uzyskaty K, nizsze
od najlepszych inhibitorow MZA i IND (K| = 3,4 nM).

» Wsrod wszystkich zbadanych benzenosulfonamidow typu 1-4 szereg z nich
charakteryzuje istotna selektywno$¢ hamowania aktywnosci hCA IX i/lub hCA XIlI,

wyzsza od selektywno$ci obserwowanej dla lekow referencyjnych.

Selektywno$¢ hCA 11 / hCA IX wybranych zwiazkow serii 1-4
EzA | Aaz I mza® inD § bcp T 1c 3 | 20 | 1a | 2a | 2 | 3 | 1d | 3 | 4 | 3d | 4a | 3n
023 | 048 | 052 | 062 | 076 | 210 | 311 | 322 | 346 | 397 | 412 | 422 | 454 | 484 | 549 | 617 | 628 | 818

Selektywnos¢ hCA 11 / hCA XII wybranych zwiazkow serii 1-4

AAZ MZA [\[) 1b 2a 3j 3i 3h 2c 4b 3a 4a
2,10 4,12 4,41 4,80 5,12 5,16 5,77 6,06 7,50 10,07 12,60 15,71
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Aktywnosé cytotoksyczna 2-alkilotio-N-(chinazolin-2-ylo)benzenosulfonamidow serii 5:

R2

r
Cl S
el
N__~
)
R3

W serii pochodnych 2-alkilotio-N-(chinazolin-2-ylo)benzenosulfonamidu 5a-p

o
5a-p (P5

stwierdzono umiarkowany efekt cytotoksyczny, przy czym najwyzsza zdolno$¢ hamowania
wzrostu  komoérek  nowotworowych  wykazaty pochodne  2-benzylotio-4-chloro-5-
(4-R-fenylokarbamoilo)-N-(4-fenylochinazolin-2-ylo)benzenosulfonamidu 55 (R = H),
5n (R = CI) i 5p (R = Me). Wyniki badan wskazaty wysoka wrazliwo$¢ linii komorkowe;j
biataczki RPMI-8226 oraz niedrobnokomorkowego raka ptuc A549/ATCC. Analiza wynikow
testow cytotoksycznosci umozliwita sformutowanie nastgpujacych zalezno$ci miedzy struktura
a aktywnoscia zwigzkow serii 5:
> Podstawnik aromatyczny w pozycji R? zwieksza aktywnos¢ cytotoksyczna, podczas
gdy wprowadzenie grupy karbamoilowej jako R? prowadzi do zaniku tej aktywnosci.
> Ugrupowanie fenylowe w pozycji 4 pierscienia chinazoliny (R®) zwicksza zdolno$¢
hamowania wzrostu komorek nowotworowych, przy czym efekt ten jest zazwyczaj

silniejszy dla podstawnikow fenylokarbamoilowych w pozycji R™.

Wykazano, ze 2-alkilotio-N-(chinazolin-2-ylo)benzenosulfonamidy 5d, 5j, 5n i 5p
wykazuja $rednio 1,5-krotnie stabsze dziatanie wzgledem linii HaCaT w poréwnaniu
z komorkami nowotworowymi HCT-116 oraz HelLa. Ponadto, wyznaczone za pomocg
algorytmu pkCSM parametry ADMET pokazaty, iz zwigzki te wykazuja niskie

prawdopodobienstwo wystapienia dziatan niepozadanych.

Biorac pod uwage aktywnos¢ biologiczng zwigzkoéw serii 5, jak rowniez ich parametry
ADMET oraz stabilno$¢ metaboliczng in vitro (ti. w zakresie 35 — 38 min), najwiekszy
potencjat wykazaty zwiazki 5n i 5p, ktore moga stanowic struktury wiodace w projektowaniu

nowych N-chinazolinobenzenosulfonamidow.

Modelowanie OSAR zwigzkow serii 5:

Badania QSAR zwiagzkow serii 5 z wykorzystaniem wielowymiarowej techniki PLS
1 OPLS pozwolity wyznaczy¢ istotny statystycznie model predykcyjny dla linii HelLa.
Okreslone w modelu wartosci VIP wskazaty wysoka lipofilowos$¢ jako parametr o najwigkszym

wptywie na aktywnos$¢ biologiczng. Pozostate deskryptory wptywajace na efekt cytotoksyczny
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to kolejno niska zawarto§¢ atomow azotu w zwigzku, wysoka czestotliwo§¢ wystepowania

wigzania C-S w odleglosci topologicznej 4, duza ilo$¢ pierScieni i mata ilo$¢ grup amidowych.

Aktywnosé cytotoksyczna 2-(2-alkilotiobenzenosulfonylo)-3-(fenyloprop-2-

yvnylidenoamino)quanidyn serii 6:

0~ \\o\( N A
6a-x (P3) Ha

Znaczaca  aktywno$¢  cytotoksyczng odnotowano w  grupie  pochodnych
2-(2-alkilotiobenzenosulfonylo)-3-(fenyloprop-2-ynylidenoamino)guanidyny 6a-x.
Szczegdlnie wysokie hamowanie wzrostu stwierdzono wzgledem komorek HCT-116

oraz Hel.a.

Analiza wynikow pozwolita stwierdzi¢, Ze hamowanie wzrostu komorek
nowotworowych w istotny sposéb zalezy od charakteru podstawnika R2. Wprowadzenie atomu
wodoru skutkuje wysoka cytotoksycznoscig zwigzku, z kolei podstawienie grupg metylowa
prowadzi do zdecydowanie wigkszej selektywnosci. Najwyzsza aktywnos¢ cytotoksyczng
wzgledem komorek nowotworowych wykazaty zwiazki 6a (R' = Ph, R? = H, Xicg, = 12,3 pM),

6s (R! = 4-CICgH4, R? = H, Xice, = 10,7 uM), 6t (R = 4-ClICgHa, R? = Me, Xice, = 10,7 uM)
i 6u (R = 1-naftyl, R? = H, Xice, = 13,3 uM).

W badaniach in vitro wzglgdem nienowotworowe;j linii komorkowej keratynocytow
ludzkich HaCaT wykazano, ze niektore zwigzki serii 6a-x selektywnie hamuja wzrost komorek
nowotworowych:

» Najwyzsza selektywnos$¢ wzgledem wszystkich linii komorkowych cechowata zwigzki
6a (R! = Ph, R? = H), 6g (R! = 4-MeCsHs, R?> = H) i 6l (R! = 3-CF3C¢H4, R? = Me) —
wskazniki selektywnosci wzgledem Hela 29,00; 2,08; 5,83; wzgledem HCT-116 18,12,
4,54; 7,50; wzgledem MCF-7 6,04; 2,08; 5,25 odpowiednio dla 6a, 69 i 6l.

> Ponadto, wzgledem komorek Hela takze zwiazki 6b (R' = Ph, R?> = Me),
6n (R! = 4-CF3CsHa, RZ = Me), 6p (R = 2-CIC¢H4, R? = Me) i 6r (R = 3-CICsHa,
R? = Me) wykazaly aktywno$é znaczaco wyzsza w pordwnaniu z linig HaCaT

(wskaznik selektywnosci 6,33; 15,00; 13,60 i 7,38 odpowiednio dla 6b, 6n, 6p i 6r).
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» Selektywng aktywno$¢ wzgledem komorek HCT-116 zaobserwowano ponadto dla
zwigzkow 6b 1 6h (wskaznik selektywnosci 3,80 1 20,77 odpowiednio dla 6b i 6h).

Modelowanie OSAR zwigzkow serii 6:

W ilosciowej analizie zalezno$ci struktura-aktywnos¢ (QSAR) serii  6a-X
zaimplementowano metod¢ maszyny wektorow no$nych SVM. Wykonane obliczenia
pozwolity uzyskac¢ istotne statystycznie modele, o dobrej predykcji, dla linii HCT-116 i HeLa,
przy czym praktyczna interpretacja wykorzystanych w nich deskryptorow jest trudna

I uniemozliwia wyodre¢bnienie prostej konkluzji dotyczacej zaleznos$ci SAR.

Biologiczny czas polttrwania (t12) wigkszosci guanidyn serii 6 mieséci si¢ w zakresie
optymalnym (26,47 — 58,05 min) z punktu widzenia potencjalu terapeutycznego.
Uwzgledniajac parametry obejmujace selektywng aktywnos¢ cytotoksyczng wzgledem
komorek nowotworowych 1 biologiczny czas pottrwania (ti2 = 28,14 min), wskazujacy na
dobra biodostepno$¢ i jednoczesnie niskie prawdopodobienstwo zbyt dlugiej eskpozycji
organizmu na toksyczne dziatanie zwigzku, 2-(2-benzylotio-4-chloro-5-
metylobenzenosulfonylo)-3-(fenyloprop-2-ynylidenoamino)guanidyna  6a  moze  by¢
rozpatrywana jako zwiazek wiodacy do dalszych badan.

Aktywnosé¢  cytotoksyczna  N'-(2-alkilotio-4-chloro-5-metylobenzenosulfonylo)-1-(5-

fenylo-1H-pirazol-1-ylo)amidyn serii 7:

R1
R2
C|j@8
N Y
Me ~S< \\r
0”0
NH,

Z~z

7a-x (P4)

Wysoka aktywnos¢ cytotoksyczna cechuje takze pochodne N'-(2-alkilotio-4-chloro-5-
metylobenzenosulfonylo)-1-(5-fenylo-1H-pirazol-1-ylo)amidyny 7a-x.

Najwyzsza aktywno$¢ cytotoksyczng wzgledem trzech testowanych linii komérkowych
wykazaty zwigzki 7a (R = Ph, R? = H, Xicg, = 12,3 uM) oraz 7b (R! = Ph, R? = Me,
Xicgy = 6,7 uM). Szczegblnie Wysokg wrazliwos¢ wykazaty linie HCT-116 oraz HeLa. Wsrod
zwigzkOw charakteryzujacych si¢ najwyzsza aktywno$cig wzgledem komorek Hela
i HCT-116 wymieni¢ nalezy 7e (R = 3-MeCeHs, R? = H, ICsorea = 8 uM,
ICsomcT-116 = 6,5 uM) oraz 7s-v (R! = 4-ClI-CsHa lub 1-naftyl, R? = H lub Me, ICsoHeta = 3 pM,
ICsoncT-116 = 7 uM). Analiza wynikéw badan w teScie MTT pozwolita na sformutowanie

nastepujacych zaleznosci struktura-aktywnos¢:
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> Podstawienie pierécienia benzenowego W pozycji R! (7a-b) skutkuje wysoka
aktywnoscia cytotoksyczng bez wzgledu na rodzaj podstawnika R2.

> Wprowadzenie w pozycji R' grupy metylofenylowej (7c-h) zauwazalnie zmniejsza
aktywno$¢ zwiazkow zawierajacych podstawnik R? = Me.

» Podobne =zalezno$ci obserwowane s3 w grupie zwigzkow Zzawierajacych
R! = 2-CF3CgH4 (7i-j), 3-CF3CsHa (7k-1) lub 2-CICsH4 (70-p), jednakze zaleznos¢ ta nie
wystepuje dla R! = 4-CF3CsH4 (7m-n) oraz 3-CICsHa4 (7q-r) lub 4-CICsHa (7s-t).

> Zwiazki zawierajace R? = Me oraz w pozycji R! grupe metylofenylowa badz
trifluorometylofenylowa wykazujg wysoka selektywnos¢ wzgledem komorek HCT-116
(aktywnos¢ 2,2 — 8,6-krotnie wyzsza w poroOwnaniu z warto§ciami otrzymanymi dla

HeLa i MCF-7).

Niektore zwigzki 7a-X charakteryzuja si¢ znaczaco mniejszym wpltywem na wzrost
keratynocytow ludzkich HaCaT. Wysoka selektywnos¢ wzgledem komorek Hela
zaobserwowano dla amidyn 7a oraz 7r-v. W odniesieniu do komérek HCT-116 selektywne

hamowanie wzrostu odnotowano dla zwigzkow 7n i 7w.

Wplyw zwigzkow serii 7 na cykl komorkowy komorek HCT-116 oraz HelLa:

Badania biochemiczne z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej wykazaty wpltyw
zwiazku 7V na cykl komorkowy komorek HelLa 1 HCT-116, skutkujacy znaczagcym wzrostem
liczby komorek w fazie subG1l. Takiego wptywu nie stwierdzono dla nieaktywnego analogu
7X.

Rozpatrujagc  aktywno$¢ biologiczng oraz stabilno§¢ metaboliczng serii  7a-X,
N'-(benzenosulfonylo)-1-(5-fenylo-1H-pirazol-1-ylo)amidyny 7s-v oraz 7n i 7w moga
stanowi¢ Obiecujace struktury wiodace w badaniach ukierunkowanych na poszukiwanie

zwigzkow aktywnych odpowiednio wobec raka szyjki macicy lub raka okrg¢znicy.

Badania OSAR 3-amino-6-chloro-1,1-diokso-1.4,2-benzoditiazyn serii 8:

S. _NHR?
\r

@%@ oo

8a-j (P-2)

W serii benzoditiazyn typu 8 wykazano wrazliwo$¢ komorek biataczki MOLT-4 oraz
raka nerki UO-31 wobec wszystkich zwigzkow 8a-j. Na tej podstawie wyprowadzono modele
QSAR, okreslajace ilosciowg zaleznos¢ struktura-aktywnos¢. Stwierdzono, ze najwyzszy
wpltyw na aktywno$¢ zwigzku posiadajg deskryptory wywodzace si¢ z radialnej funkcji
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dystrybucji (RDF) oraz reprezentujace strukture trojwymiarowa na podstawie dyfrakcji
elektronowej (3DMORSE). Wyznaczone rdwnania sg istotne statystycznie i posiadaja wysoka

zdolnos¢ predykcyjng wskazujac na dobrg korelacje¢ deskryptorow z aktywnos$cig biologiczna.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Prace naukowg rozpocze¢tam na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod
kierunkiem prof. dr hab. Franciszka Kasprzykowskiego (6wczesnego prof. UG) zajmujac si¢
syntezg analogow Cystapep 1 — peptydomimetyku antybakteryjnego o sekwencji opartej
strukturalnie na N-terminalnym fragmencie wigzgcym ludzkiej cystatyny C. W ramach mojego
doktoratu uzyskatam 28 nowych pochodnych Cystapep 1, co wplyneto znaczaco na poszerzenie
wiedzy w zakresie zaleznosci struktura-aktywno$¢ przeciwbakteryjna peptydomimetyku.
Wisréd zsyntetyzowanych analogow pie¢ wykazywalo aktywno$é wyzsza wzgledem S. aureus
w porownaniu ze zwigzkiem wiodacym, wskazujac, ze niewielki wzrost swobody
konformacyjnej peptydomimetyku oraz zwigkszenie charakteru zasadowego reszty 2
1 hydrofobowosci w obrebie reszt 3-5 wptywa korzystnie na aktywno$¢ antybakteryjng.

W ramach pracy doktorskiej podjetam takze probe ustalenia potencjalnego mechanizmu
dziatania Cystapep 1. Wiele z peptydomimetykéw antybakteryjnych powoduje uszkodzenie
btony komoérkowej bakterii. W celu sprawdzenia czy aktywno$¢ Cystapep 1 zwiagzana jest
wlasnie z dezintegracja blony komorkowej, przeprowadzilam badania technikami
kalorymetrycznymi ITC (izotermalna kalorymetria titracyjna) i DSC (réznicowa kalorymetria
skaningowa). Model btony biologicznej stanowily przygotowane przeze mnie liposomy,
ktorych sktad lipidowy nasladowat blony eukariotyczne i prokariotyczne. Przeprowadzone
badania wskazywaly, iz uszkodzenie blony bakterii prawdopodobnie nie jest jedynym
mechanizmem dziatania analogéw Cystapep 1, jednakze nabyte doswiadczenie w postugiwaniu
si¢. modelami bton 1 interpretacji wynikoéw analizy ITC wykorzystalam we wspolpracy
nawiazanej z dr Emilig Sikorska co w p6zniejszym czasie zaowocowato publikacja AS.

W trakcie realizacji pracy doktorskiej pozyskatam finansowanie w ramach grantow
MNiSW na badawcze projekty promotorskie oraz bylam laureatkg stypendium ze Srodkow
Europejskiego Funduszu Spotecznego w programie ,,Stypendia dla doktorantow szansg na
rozw0j gospodarki”. Rezultaty mojej pracy doktorskiej prezentowatam na szesciu
konferencjach mi¢dzynarodowych i trzech polskich. Ponadto, prowadzone przeze mnie badania
doceniono w konkursie ,,Cudze chwalicie swego nie znacie — promocja osiggni¢¢ nauki

polskiej” (praca C1).

Po uzyskaniu stopnia naukoweqo doktora

W 2011 roku podjetam prace w Katedrze 1 Zaktadzie Chemii Organicznej Gdanskiego

Uniwersytetu Medycznego. Wowczas dotaczytam do zespolu naukowego kierowanego przez
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prof. dr hab. Jarostawa Stawinskiego i rozpoczgtam dziatalno$¢ naukowa zwigzang z synteza
i badaniem wlasciwosci  biologicznych  zwigzkéw  zawierajagcych  ugrupowanie
benzenosulfonamidowe. Zmiana tematyki badawczej pozwolita mi na zdecydowanie szersze
spojrzenie na problematyke syntezy organicznej i w znaczacym stopniu przyczynita si¢ do
rozwini¢cia mojego warsztatu badawczego. Dziatalno$¢ naukowa realizuje przede wszystkim
poprzez uczestnictwo w badaniach statutowych Katedry i Zaktadu Chemii Organicznej, bytam
réwniez kierownikiem dwoch projektow w ramach finansowania badan GUMed dla mtodych
naukowcow (prace Al-A4). Ponadto w latach 2013-2018 bytam wykonawcg grantu OPUS
2013/09/B/NZ7/00048 kierowanego przez prof. dr hab. Jarostawa Stawinskiego
(prace A6-A-9).

Moje zainteresowania naukowe skupiaja si¢ gtownie w obrebie projektowania struktur
oraz metod syntezy oryginalnych pochodnych zawierajacych w strukturze fragment
arylosulfonamidowy. W poczatkowych etapach pracy naukowej dotyczacej tej tematyki
uczestniczytam w badaniach nad przebiegiem reakcji 3-R-2-(4-tiokso-1,4-dihydropirydyn-3-
ylosulfonylo)guanidyny z 1,2-diaryloetano-1,2-dionami (R = H lub NHz). W wyniku
przeprowadzonych  eksperymentéw, ustalono, ze 2-(4-tiokso-1,4-dihydropirydyn-3-
ylosulfonylo)guanidyna (R = H) nie reaguje ze zwigzkami 1,2-dikarbonylowymi,
w  odroznieniu od  jej  pochodnej  3-amino-2-(4-tiokso-1,4-dihydropirydyn-3-
ylosulfonylo)guanidyny. Co wigcej, analizy otrzymanych produktéw wskazywaty na odmienny
od zakladanego przebieg reakcji, skutkujacy wytworzeniem nowego trojpierscieniowego
uktadu 2,3-diarylo-9,9-diokso-1H-9-tia-1,4,4a,7,10-pentaazafenatren-2-olu. Strukture
produktu ustalono na podstawie badan z wykorzystaniem dwuwymiarowych technik NMR
COSY, NOESY, ROESY, HSQC i HMBC we wspotpracy z dr hab. Pawlem Sowinskim
i dr Tomaszem Laskowskim z Wydzialu Chemii Politechniki Gdanskiej a wyniki
przedstawiono w pracy Al.

Kontynuujac  badania nad reakcjami  N-amino-N'-benzenosulfonyloguanidyn
z pochodnymi karbonylowymi uczestniczytlam w projektach, ktorych rezultatem byly pochodne
benzenosulfonamidu zmodyfikowane na sulfonamidowym atomie azotu przez wprowadzenie
pierscienia 1-o0kso-(1H)-ftalazyny, 5-arylo-1,2,4-triazyny oraz 5-okso-4,5-dihydro-1,2,4-
triazyny (prace A2, A7 oraz A9).

Pochodne 2-alkiltio-4-chloro-5-metylo-N-[imino-(1-okso-(1H)-ftalazyn-2-
ylo)metylo]benzenosulfonamidu  uzyskano  jako  rezultat  reakcji  odpowiednich
N-amino-N'-(2-alkilotio-4-chloro-5-metylobenzenosulfonylo)guanidyn z kwasem

2-formylobenzoesowym lub acetofenonem (praca A2). Uzyskane zwigzki byly badane we
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wspolpracy z prof. dr hab. Anng Kedzig z Zaktadu Mikrobiologii Jamy Ustnej GUMed pod
katem aktywno$ci hamujacej wzrost izolatow klinicznych szczepow grzybow z rodzaju
Candida, Geotrichum, Rhodotorula i Saccharomyces. Najwyzszg wrazliwo$¢ wykazaty
szczepy gatunku Candida albicans, wobec ktorych aktywno$¢ testowanych pochodnych
okazata si¢ by¢ wyzsza badz pordwnywalna z flukonazolem zastosowanym jako lek
referencyjny. Wsroéd zwiazkéw o najsilniejszym efekcie hamujacym wzrost C. albicans
wyrozniono trzy pochodne zroéznicowane podstawnikami w pozycji 2 fragmentu
benzenosulfonamidowego przez ugrupowania 6-chloropiperonylotio i atom wodoru badz
ugrupowanie metylowe w pozycji 4 pierScienia ftalazyny, oraz ugrupowanie
3-trifluorometylobenzylotio w pozycji 2 fragmentu benzenosulfonamidowego i atom wodoru
w ukladzie ftalazyny. Wysoka aktywno$¢ wykazano takze dla siedmiu pochodnych wobec
C. tropicalis, dwoch zwigzkéw wzgledem C. guilliermondii i C. parapsilosis oraz szesciu
wzglgdem R. mucilaginosa.

Jednym z gltownych nurtow badan wpisujacych si¢ w obszar moich zainteresowan
naukowych sa zwiazki o potencjalnej aktywnos$ci cytotoksycznej, zawierajace w strukturze
szkielet benzenosulfonamidu. W ramach grantu OPUS zatytutowanego ,,Nowe poliazotowe
pochodne 2-merkaptobenzenosulfonamidu o wiasciwosciach przeciwnowotworowych —
synteza, ocena aktywnoS$ci oraz projektowanie wspomagane technikami chemometrycznymi
I metodami QSAR?”, kierowanego przez prof. dr hab. Jarostawa Stawinskiego, uczestniczytam
m.in. w badaniach poswig¢conych reakcjom 1-amino-2-(2-alkilotiobenzenosulfonylo)guanidyn
z kwasami 2-oksokarboksylowymi oraz pochodnymi 2,2-dihydroksy-1-fenyloetanonu, ktore
prowadzity odpowiednio do N-(5-0kso-4,5-dihydro-1,2,4-triazyn-3-ylo)benzenosulfonamidow
oraz N-(5-arylo-1,2,4-triazyn-3-ylo)benzenosulfonamidow. Moj udziat polegat na syntezie
wybranych substratéw niezbednych do uzyskania pochodnych zmodyfikowanych przez
fragment 5-arylo-1,2,4-triazynowy. Ponadto wspottworzytam manuskrypt w obszarze
dotyczacym interpretacji badan chemicznych w serii benzenosulfonamidow zawierajacych
pierscien 5-okso-4,5-dihydro-1,2,4-triazyny (prace A7 oraz A9).

Jako wspotwykonawca grantu OPUS bratam réwniez udzial w badaniach dotyczacych
cytotoksycznych witasciwosci N-acylobenzenosulfonamidow. Moim zadaniem byla synteza
wybranych zwigzkow (praca A6). Wymiernym efektem badan przeprowadzonych w tej serii
pochodnych byto wyselekcjonowanie N-[4-chloro-5-metylo-2-(naft-1-
ylo)fenylosulfonylo]acetamidu jako zwigzku charakteryzujacego si¢ wysoka selektywnoscia
wzgledem linii HeLa (ICsp = 6 uM).
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W ramach badan zespotu Katedry i Zaktadu Chemii Organicznej bior¢ takze czynny
udzial w przygotowywaniu tekstu manuskryptow. W pracy A-8 dotyczacej pochodnych
2-benzylotio-5-(1,3,4-oksadiazol-2-ylo)benzenosulfonamidow opracowatam przeglad
literaturowy uzasadniajgcy istotno$¢ podjetego tematu. Ponadto, wspottworzylam dyskusje
wynikow rozpatrujacg aktywnos¢ cytotoksyczng finalnych zwigzkow.

Obszar mojej dzialalnosci naukowej obejmuje roéwniez aktywno$¢ pochodnych
benzenosulfonamidowych jako inhibitoréw ludzkiej anhydrazy weglanowej. W ramach badan
prowadzonych pod kierunkiem prof. dr hab. Jarostawa Stawinskiego mdj dorobek naukowy
poszerzyl si¢ o dwie publikacje dotyczace nowych N-podstawionych pochodnych
N'-(benzenosulfonylo)guanidyny (praca Ad) oraz N-4-podstawionych
4-(2-aminoetylo)benzenesulfonamidow (praca A3). Obie serie zwigzkow charakteryzuja si¢
znaczacg aktywnoscia i selektywnosciag wobec uwiktanych w procesy nowotworowe izoform
hCA IX oraz hCA XII. Co wigcej, N-podstawione pochodne N'-(benzenosulfonylo)guanidyny
wykazaty wysokie hamowanie wzrostu komoérek nowotworowych nalezacych do szerokiego
panelu linii komérkowych nowotworow ludzkich w badaniach NCI.

Poza tematyka zwigzang z syntezg sulfonamidéw o aktywnosci biologicznej moje
zainteresowania obejmujg zagadnienia dotyczace nowych celow molekularnych w terapii
przeciwnowotworowej, ze szczegdlnym uwzglednieniem modulowania aktywnos$ci enzymow.
Na obecnym etapie niniejsza problematyka stata si¢ przedmiotem pracy przegladowej napisane;
we wspolpracy z dr Beata Zotnowska i dr hab. Rafalem Bartoszewskim, prof. GUMed,
rozpatrujacej katepsyny cysteinowe jako cel dla nowych lekow przeciwnowotworowych
(praca B1).

5.1 Wykaz pozostalych publikacji

Prace oryginalne:
Al. ]. Stawinski, A. Pogorzelska, B. Zolnowska, T. Laskowski, P. Sowinski; ,,Synthesis

and structure determination of 2,3-diaryl-9,9-dioxo-1H-9-thia-1,4,4a,7,10-
pentaazaphenanthrene-2-ols.” Tetrahedron (2013) 69: 8675-8679 (IF = 2,817, MNiSW = 30).
A2. ]. Stawinski, A. Pogorzelska, B. Zomowska, A. Kedzia, M. Ziétkowska-Klinkosz,

E. 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
(2014) 19: 13704-13723 (IF = 2,416, MNiSW = 30).

A3. ]. Slawinski, Z. Brzozowski, B. Zoowska, K. Szafranski, A. Pogorzelska, D. Vullo,

C.T. Supuran; ,»Synthesis of a new series of N4-substituted
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4-(2-aminoethyl)benzenesulfonamides and their inhibitory effect on human carbonic anhydrase
cytosolic isozymes | and Il and transmembrane tumor-associated isozymes IX and XII.”
Eur. J. Med. Chem. (2014) 84: 59-67 (IF = 3,447, MNiSW = 40).

A4.  B. Zomowska, J. Stawinski, A. Pogorzelska, J. Chojnacki, D. Vullo, C.T. Supuran;
,,Carbonic anhydrase inhibitors: synthesis, and molecular structure of novel series N-substituted
N'-(2-arylmethylthio-4-chloro-5-methylbenzenesulfonyl)guanidines and their inhibition of
human cytosolic isozymes | and Il and the transmembrane tumor-associated isozymes 1X and
XIL.” Eur. J. Med. Chem. (2014) 71: 135-147 (IF = 3,447, MNiSW = 40).

A5.  E. Sikorska, M. Dawgul, K. Greber, E. Ifowska, A. Pogorzelska, W. Kamysz; 2014;
»Self-assembly and interactions of short antimicrobial cationic lipopeptides with membrane
lipids: ITC, FTIR and molecular dynamics studies.” BBA-Biomembranes 1838, s. 2625-2634.
Moj wkiad w powstanie niniejszej pracy polegal na wytworzeniu liposoméw 1 konsultacji
merytorycznej przy opracowywaniu wynikow ITC (IF = 3,836, MNiSW = 35).

A6. B. Zomowska, J. Stawinski, M. Belka, T. Baczek, A. Kawiak, J. Chojnacki,
A. Pogorzelska, K. Szafranski; ,,Synthesis, molecular structure, metabolic stability and QSAR
studies of a novel series of anticancer N-acylbenzenesulfonamides.” Molecules (2015) 20:
19101-19129 (IF = 2,465, MNiSW = 30).

A7. B. Zolmowska, J. Stawinski, A. Pogorzelska, K. Szafranski, A. Kawiak, G. Stasilojé,
M. Belka, Sz. Ulenberg, T. Baczek, J. Chojnacki; 2016; ,Novel 5-substituted
2-(arylmethylthio)-4-chloro-N-(5-aryl-1,2,4-triazin-3-yl)benzenesulfonamides: synthesis,
molecular structure, anticancer activity, apoptosis-inducing activity and metabolic stability.”
Molecules (2016) 21: art. 808 s. 1-27 (IF = 2,861, MNiSW = 30).

A8. J. Stawinski, K. Szafranski, A. Pogorzelska, B. Zomowska, A. Kawiak, K. Macur,
M. Belka, T. Baczek; ,,Novel 2-benzylthio-5-(1,3,4-oxadiazol-2-yl)benzenesulfonamides with
anticancer activity.” Eur. J. Med. Chem. (2017) 132: 236-248 (IF = 4,816, MNiSW = 40).

A9.  B. Zolmowska, J. Stawinski, A. Pogorzelska, K. Szafranski, A. Kawiak, G. Stasitoj¢,
M. Belka, J. Zielinska, T. Baczek; ,,Synthesis, QSAR studies, and metabolic stability of novel
2-alkylthio-4-chloro-N-(5-0x0-4,5-dihydro-1,2,4-triazyn-3-yl)benzenesulfonamide derivatives
as potential anticancer and apoptosis-inducing agents.” Chem. Biol. Drug Des. (2017) 90:
380-396 (IF = 2,328, MNiSW = 25).

Prace przeglgdowe:

B1. A. Pogorzelska*, B. Zolmowska, R. Bartoszewski; 2018; ,,Cysteine cathepsins

as a prospective target for anticancer therapies: current progress and prospects.” Biochimie
(2018) 151: 85-106 (IF = 3,188, MNiSW = 25).
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Monografie, publikacje naukowe w czasopismach miedzynarodowvch lub krajowych innych niz

znajdujgce sie w bazie Journal Citation Reports:

Cl. F. Kasprzykowski, R. Kasprzykowska, S. Rodziewicz-Motowidlo, E. Sikorska,
A. Lesniewska, A. Pogorzelska, M. Smuzynska, R. Rostankowski; Cystapep 1 - nowy
antybiotyk w Cudze chwalicie swego nie znacie: promocja osiggni¢¢ nauki polskiej, Lublin:
Innovatio Press Wydawnictwo Naukowe Wyzszej Szkoty Ekonomii i Innowacji, ISBN: 978-
83-62074-07-5, 2010, s. 115-118.

C2. B. Zomlowska, A. Pogorzelska, J. Stawinski, Analiza spektroskopowa [W:] Analiza
jakosciowa zwiazkow organicznych z elementami spektroskopii i chromatografii cieczowe; :
dla studentoéw Wydziatu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej / pod red.
Jaroslawa Stawinskiego. Gdansk : Gdanski Uniwersytet Medyczny, 2015, s. 89-137.

C3. B. Zotowska, A. Pogorzelska, Chromatografia [W:] Analiza jako$ciowa zwigzkow
organicznych z elementami spektroskopii i chromatografii cieczowej : dla studentow Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej / pod red. Jarostawa Stawinskiego.
Gdansk : Gdanski Uniwersytet Medyczny, 2015, s. 138-150.

C4. A. Pogorzelska, Informacje wstepne [W:] Analiza jakosciowa zwigzkdéw organicznych
z elementami spektroskopii 1 chromatografii cieczowej : dla studentéw Wydzialu
Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej / pod red. Jarostawa Stawinskiego.
Gdansk : Gdanski Uniwersytet Medyczny, 2015, s. 8-11.

C5. B. Zomlowska, A. Pogorzelska, Reakcje charakterystyczne [W:] Analiza jako$ciowa
zwigzkow organicznych z elementami spektroskopii 1 chromatografii cieczowe;j : dla studentow
Wydzialu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej / pod red. Jarostawa
Stawinskiego. Gdansk : Gdanski Uniwersytet Medyczny, 2015, s. 28-75.

C6. A. Pogorzelska, Rozpuszczalno$¢ [W:] Analiza jakosciowa zwigzkow organicznych
z elementami spektroskopii 1 chromatografii cieczowej : dla studentow Wydzialu
Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej / pod red. Jarostawa Stawinskiego.
Gdansk : Gdanski Uniwersytet Medyczny, 2015, s. 20-27.

C7. B. Zolowska, A. Pogorzelska, J. Stawinski, Kompendium z chemii organicznej : dla
studentow Wydziatu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej / pod red.
Jarostawa Stawinskiego. Gdansk : Gdanski Uniwersytet Medyczny, 2017.

5.2 Liczbowe zestawienie dorobku

Publikacje z bazy JCR: 15 artykuléw (14 prac oryginalnych, 1 praca przegladowa)

Sumaryczny Impact Factor wszystkich prac: 48,450
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Suma punktoéw MNiISW wszystkich prac: 495

Sumaryczny Impact Factor prac stanowigcych podstawe habilitacji: 16,829

Suma punktow MNiSW prac stanowigcych podstawe habilitacji: 170

Sumaryczny Impact Factor prac z pierwszym autorstwem: 16,570

Suma punktow MNiSW prac z pierwszym autorstwem: 155

Catkowita liczba cytowan (wg bazy IST Web of Science): 125 (21.12.2018)
Catkowita liczba cytowan (wg bazy Scopus): 146 (21.12.2018)

Indeks Hirscha (wg bazy I1SI Web of Science): 6 (23.11.2018)
Indeks Hirscha (wg bazy Scopus): 7 (23.11.2018)

5.3 Nagrody i wyro6znienia

1.

Nagroda Gdanskiego Oddzialu Polskiego Towarzystwa Chemicznego za najlepsza
prace magisterska, 2005.

Zespotowa Naukowa Nagroda I stopnia J. M. Rektora GUMed za badania w dziedzinie
syntezy, struktury 1 aktywnosci przeciwnowotworowej nowych
arylo/heteroarylosulfonamidow, 2014.

Zespotowa Naukowa Nagroda I stopnia J. M. Rektora GUMed za badania w dziedzinie
syntezy 2-podstawionych benzenosulfonamidow selektywnych inhibitorow izoform
transbtonowych anhydrazy weglanowej, 2015.

Zespotowa Naukowa Nagroda | stopnia J. M. Rektora GUMed za badania nad
wlasciwosciami biologicznymi 1 fizykochemicznymi lipopeptydow
przeciwdrobnoustrojowych, 2015.

Zespotowa Naukowa Nagroda I stopnia J. M. Rektora GUMed za badania nad synteza
i wlasciwo$ciami przeciwnowotworowymi nowych pochodnych
arylo/heteroarylosulfonamidu, 2017.

Zespotowa Naukowa Nagroda Il stopnia J. M. Rektora GUMed za badania nad synteza
1 wlasciwos$ciami  przeciwnowotworowymi ~ nowych  pochodnych 2-

merkaptobenzenosulfonamidu, 2018.

Zespotowa Nagroda Dydaktyczna Il-stopnia J. M. Rektora GUMed za opracowanie

skryptu z zakresu analizy jakoSciowej zwigzkow organicznych, 2016.

Zespotowa Nagroda Dydaktyczna II-stopnia J. M. Rektora GUMed za opracowanie
skryptu Kompendium z chemii organicznej, 2018.
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Nagroda za najlepsza prezentacj¢ ustng wygltoszong na XXIV Konferencji Naukowe;j
Wydziatu Farmaceutycznego z OML Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, Gdansk
2016.

5.4 Komunikaty zjazdowe

>

Lagcznie — 45 komunikatow prezentowanych na konferencjach i sympozjach naukowych
krajowych i miedzynarodowych w tym 5 prezentacji ustnych.

Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora — 10 komunikatéw prezentowanych na

konferencjach i sympozjach naukowych krajowych i miedzynarodowych w tym
3 prezentacje ustne.

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora — 35 komunikaty prezentowane na

konferencjach i sympozjach naukowych krajowych i mig¢dzynarodowych w tym
3 prezentacje ustne.

5.5 Udzial w projektach naukowych

W latach 2008-2018 uczestniczytam tacznie w 8 projektach badawczych:

Badanie zaleznosci migdzy strukturg a aktywnos$cig zwigzkow o potencjalnym dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym o sekwencji zaprojektowanej w oparciu 0 N-terminalny
fragment wigzacy ludzkiej cystatyny C, 2008, projekt badawczy promotorski
nr N204 023535, wykonawca.

Synteza 1 struktura nowych arylosulfonamidow o potencjalnej aktywnos$ci
przeciwnowotworowej i/lub przeciwbakteryjnej, 2012-2014, badania statutowe,
wykonawca.

Nowe poliazotowe pochodne 2-merkaptobenzenosulfonamidu o wtasciwosciach
przeciwnowotworowych - synteza, ocena aktywnosci oraz projektowanie wspomagane
technikami chemometrycznymi i metodami QSAR, 2013-2018, Narodowe Centrum
Nauki grant OPUS 2013/09/B/NZ7/00048, wykonawca.

Synteza pochodnych 2-alkilotiobenzenosulfonamidu zawierajacych ugrupowanie
azolowe i ich potencjalna aktywnos¢ biologiczna, 2013-2014, badania MN 01-0074/08,
kierownik.

Synteza nowych pochodnych benzenosulfonamidu zmodyfikowanych przez
wprowadzenie pierScienia tiazolidynonu, 2015, finansowanie KNOW GUMed
w ramach obszaru ,,Wsparcie dzialalno$ci naukowej w zakresie realizacji nowych

projektow badawczych”, kierownik.
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» Synteza nowych benzenosulfonyloamidyn - zwiazkow o potencjalnej aktywnosci
przeciwnowotworowej, 2015-2017, badania MN 01-0214/08/509, kierownik.

» Synteza i struktura nowych arylo/heteroarylosulfonamidow o spodziewanej aktywnosci
cytotoksycznej, inhibitorow anhydrazy weglanowej i/lub zwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych, 2015-2017, badania statutowe, wykonawca.

» Nowe arylosulfonamidy — synteza i ocena aktywnos$ci przeciwnowotworowej
i przeciwdrobnoustrojowej w warunkach in vitro, 2018, badania statutowe,
wykonawca.

Ponadto aplikowalam o finansowanie w ramach czterech konkursow SONATA

(SONATA 9, 11, 12 13) finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki.
5.6 Dzialalno$¢ zwigzana z pracq naukowo-dydaktyczng oraz organizatorska

W latach 2005-2010, w trakcie studiow doktoranckich, prowadzitam zajgcia
laboratoryjne z Preparatyki organicznej dla studentow kierunkéw Chemia oraz Biologia
Uniwersytetu Gdanskiego. W ramach przedmiotu Preparatyka i analiza zwigzkow naturalnych
prowadzitam ¢wiczenia laboratoryjne dla studentéw kierunku Chemia z analizy zawarto$ci
kofeiny z ekstraktach herbacianych z wykorzystaniem techniki RP-HPLC.

W 2011 roku zostatam zatrudniona w Katedrze i Zakladzie Chemii Organicznej
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego na etacie naukowo-dydaktycznym i wraz
z rozpoczeciem roku akademickiego 2011/2012 prowadze szereg zrdéznicowanych zaje¢ dla
studentow kierunkéw wykltadanych na Wydziale Farmaceutycznym z OML GUMed.
W ramach przedmiotu Chemia organiczna prowadz¢ ¢wiczenia laboratoryjne dla studentow
II roku kierunkéw Analityka Medyczna (semestr zimowy) oraz Farmacja (semestr letni).
Ponadto prowadze zajecia seminaryjne, w zakresie ktorych opracowatam szereg materiatlow —
pomocy dydaktycznych dla studentéw kierunku Farmacja, obejmujacych zadania i zagadnienia
teoretyczne z chemii organicznej. Od roku akademickiego 2017/2018 prowadze wyktady oraz
zajecia laboratoryjne dla studentow studiéw II stopnia kierunku Przemyst Farmaceutyczny
I Kosmetyczny z zakresu analizy jakosciowej zwigzkoéw organicznych (zajecia w bloku
chemicznym). Ponadto, w trakcie mojego zatrudnienia w Katedrze i Zakladzie Chemii
Organicznej sprawowatam opieke naukowa nad przygotowaniem siedmiu prac magisterskich.

Moj dorobek dydaktyczny obejmuje wspodtautorstwo dwoch skryptow akademickich
przeznaczonych dla studentéw Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny
Laboratoryjnej (poz. C2-C7 pkt. 5.1). Pierwszy (poz. C2-C6 pkt. 5.1), zatytutowany ,,Analiza

jakosciowa zwigzkow organicznych z elementami spektroskopii i chromatografii cieczowe;j”,
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porusza zagadnienia dotyczace identyfikacji sktadu pierwiastkowego oraz grup funkcyjnych
z wykorzystaniem klasycznych reakcji jakosciowych. Wynik wszystkich opisanych reakcji
zilustrowano za pomocg przygotowanych przez autorow fotografii umieszczonych
w odpowiednich fragmentach podrgcznika. W ramach niniejszego skryptu zawarto takze
zwiezle i przystepne opracowanie tematyki odnoszacej si¢ do spektroskopii IR i *H NMR,
spektrometrii mas oraz chromatografii cienkowarstwowej (TLC) i wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z odwréconym uktadem faz (RP-HPLC). Drugi z podrecznikow
(poz. C7 pkt. 5.1), ,Kompendium z chemii organicznej”, stanowi usystematyzowane
podsumowanie zagadnien z chemii organicznej wymaganych w ramach studiéw na kierunkach
Farmacja oraz Analityka Medyczna.

Od 2016 roku jestem przedstawicielem nauczycieli akademickich nieposiadajacych
stopnia doktora habilitowanego w Radzie Wydzialu Farmaceutycznego z OML GUMed.
W 2018 roku bylam cztonkiem komisji konkursowej oceniajacej prezentacje posterowe
uczestnikow XXV Naukowej Konferencji Wydzialu Farmaceutycznego GUMed
(7-8 grudnia 2018, Gdansk).

W ramach dziatan popularyzujacych nauke biore corocznie czynny udziat w prezentacji
profilu badawczego i dydaktycznego Katedry i Zaktadu Chemii Organicznej odbywajacej si¢
w ramach Dni Otwartych Wydzialu Farmaceutycznego. W 2016 roku bylam
wspoélorganizatorem warsztatow chemicznych dla dzieci ze Szkoly podstawowej nr 8
w Gdansku, majacych na celu propagowanie dziatalno$ci naukowej Katedry 1 Zaktadu Chemii
Organicznej oraz szerzenie zainteresowania naukami S$cistymi w $§rodowisku uczniow

gdanskich szkot podstawowych.
5.7 Recenzje prac naukowych

W latach 2015-2018 wykonatam tgcznie 17 recenzji prac naukowych przestanych do
o$miu redakcji czasopism z listy JCR (sumaryczny IF = 43,842):
» Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters — 3 recenzje (2015-2017; IF = 2,442)

» Molecules — 6 recenzji (2017-2018; IF = 3,098)

» Medicinal Chemistry — 1 recenzja (2016; IF = 2,631)

» Chemistry and Biodiversity — 3 recenzje (2016, 2018; IF = 1,617)

» Letters in Drug Design and Discovery — 1 recenzja (2017; IF = 0,924)

» ChemistrySelect — 1 recenzja (2016; IF = 1,505)
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» New Journal of Chemistry — 1 recenzja (2018; IF = 3,201)

» European Journal of Medicinal Chemistry — 1 recenzja (2018; IF = 4,816).

5.8 Czlonkostwo w  migdzynarodowych i krajowych organizacjach oraz

towarzystwach naukowych

Czlonek Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego.

Cztonek Polskiego Towarzystwa Chemii Medyczne;j.
5.9 Wspélpraca naukowa z krajowymi i zagranicznymi o$§rodkami naukowymi

» Wspolpraca w zakresie oceny cytotoksycznosci zwigzkéw na panelu 60 linii
komorkowych nowotworéw ludzkich, National Cancer Institute (NCI) Bethesda MD,
USA, Dr. Joel Morris.

» Wspdtpraca w zakresie oceny potencjatu inhibicyjnego wzgledem réznych izoform
anhydrazy weglanowej, The NEUROFARBA Department, Section of Pharmaceutical
and Nutriceutical Sciences, The University of Florence, Italy, prof. Claudiu Supuran.

» Wspolpraca w zakresie oceny cytotoksycznosci zwiazkéw wzgledem linii
komoérkowych HCT-116, HeLa i MCF-7, Katedra Biotechnologii, Miedzyuczelniany
Wydziat Biotechnologii UG-GUMed, dr Anna Kawiak.

» Wspélpraca w zakresie okreslenia wptywu zwigzkéw na cykl komérkowy i indukcje
apoptozy, Zaktad Biologii Komérki, Migdzyuczelniany Wydziat Biotechnologii
UG-GUMed, dr Grzegorz Stasitojé.

» Wspblpraca w zakresie badan QSAR i okreslenia stabilnosci metabolicznej zwiazkow,
Katedra i Zaktad Chemii Farmaceutycznej, Gdanski Uniwersytet Medyczny,
prof. dr hab. Tomasz Bgczek, dr Mariusz Belka, dr Szymon Ulenberg.

» Wspobtpraca w zakresie badan krystalograficznych Katedra Chemii Nieorganicznej,
Politechnika Gdanska, prof. dr hab. Jarostaw Chojnacki.

» Wspolpraca w zakresie badan aktywnosci przeciwgrzybicznej, Zaktad Mikrobiologii
Jamy Ustnej, Gdanski Uniwersytet Medyczny.

» Wspolpraca z Migdzyuczelnianym Laboratorium NMR, Politechnika Gdarska.

» Wspolpraca z Laboratorium Spektrometrii Mas, Miedzyuczelniany Wydziat
Biotechnologii UG-GUMed.
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